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Resumen

Diospyros digyna Jacq. (Ebenaceae) es un arbol que se encuentra presente en la
selva baja caducifolia en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, pobladores de las
comunidades de esta reserva la usan para calmar los nervios, habiéndose aislado
flavonoides con efecto antioxidante de esta planta. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto farmacolégico de un extracto metandlico (DdEM) sobre el sistema
nervioso central. El material colectado se sec6 y molio (500 g) se extrajo con n-hexano,
acetona y metanol (2,750 mL de cada disolvente) 3 dias/3 ocasiones, con la finalidad
de separar el mayor numero de compuestos de polaridad baja y media y utilizar el
extracto con los compuestos mas polares. Los rendimientos en la extraccion fueron: n-
hexano (DdEH) 2.87%, acetona (DdEA) 8.55%, metanol (DdEM) 1.51%. ElI DAEM se
administré a ratones CD-1 (50, 150, 200, 250 mg/kg, v.0.), el vehiculo fue agua (v.0.).
Los modelos farmacoldgicos empleados fueron: nado forzado (NF), para evaluar efecto
antidepresivo, laberinto elevado en forma de cruz (LEC) para determinar el efecto
ansiolitico, campo abierto (CA) para evaluar el efecto sedante, convulsiones inducidas
con pentilentetrazol (CIP), para evaluar el efecto anticonvulsivo y por ultimo para
evaluar el efecto hipnético, se utilizo la prueba de potenciacion del efecto hipnético del
pentobarbital. Para el analisis de HPLC de DdEM se utiliz6 un cromatografo de liquidos
Waters-2695 con un detector de arreglo de fotodiodos Waters-2996. Los resultados
obtenidos, nos muestran que en NF las dosis de 50-250 mg/kg de DAEM disminuyeron
el tiempo de inmovilidad (p < 0.001) comparado con el vehiculo. En LEC la dosis de
150 mg/kg de DAEM aumentd el porcentaje de permanencia en los brazos abiertos (p <
0.001) en comparacion con el vehiculo. En CIP las dosis de 50-250 mg/kg protegieron
de la muerte al 100% de los ratones, la dosis de 100 mg/kg disminuy6 el nimero de
convulsiones totales con una significancia de p < 0.05 en comparacion con el vehiculo,
las dosis de 50, 150, 200 y 250 mg/kg disminuyeron el nimero de convulsiones totales
con una significancia de p < 0.001 en comparacion con el vehiculo. A través de
cromatografia en capa fina se determind la presencia de compuestos de tipo
flavonoide. El cromatograma de HPLC de DJEM presentd espectros de absorcion que
corresponden a flavonoides, se determinaron una flavona tr= 8.40 min, un flavonol

tr=8.64 min, una flavona tr=8.78 min rutinésido de kaempferol tr= 8.90 min, rutina tr=




9.070 min y glucosido de luteolina tr= 9.431 min, de acuerdo con los resultados

obtenidos se concluye que DJEM presento efecto antidepresivo.

xi



1. Introduccién

La medicina tradicional mexicana se ha utilizado desde hace miles de afios,
siendo aun una practica vigente, teniendo tasas notablemente mayores en poblaciones
rurales e indigenas a comparacion de poblaciones urbanas, aunque el 80% de la
poblacion mundial la utiliza de manera rutinaria para atender necesidades médicas,
utilizando en su mayor parte extractos de plantas o principios activos de estas (Akerele,
1993; Sheldon et al., 1997; Shrestha y Dhillion, 2003; Katewa et al., 2004). Se define
una planta medicinal como una especie vegetal que contiene sustancias que permiten
su empleo para propoésitos terapéuticos o cuando contenga principios activos de los
cuales se puedan comprobar efectos por medio del método cientifico y posteriormente

usarlos como precursores para la sintesis de nuevos farmacos.

La salud mental es parte integral de la salud y del bienestar, segun la
Organizacion Mundial de la Salud [OMS] 2004; esta puede se define como: “un estado
de completo bienestar fisico, mental y social, que permite a los individuos realizar sus
habilidades, afrontar el estrés normal de la vida, trabajar de manera productiva y
fructifera, y hacer una contribucién significativa a sus comunidades”. Sin embargo, esta
ha sido objeto de abandono e indiferencia. La carga de los trastornos mentales en la
Region de las Américas, (2018); menciona que las enfermedades mentales se
consideran cada vez mas una prioridad mundial en materia de salud, y dada su carga
econdmica, también se las esta empezando a considerar una prioridad de desarrollo

mundial.

El uso de plantas medicinales fue durante mucho tiempo, el tnico recurso del que
disponia la medicina de muchas comunidades, gracias a esto, se profundizé en el
conocimiento sobre sus propiedades y el empleo de éstas en productos
fitoterapéuticos. Algunos de los padecimientos mentales que han sido tratados por la
medicina tradicional y que estan documentados mediante varios estudios son

principalmente la ansiedad, el insomnio y la depresion (Ofelia et al., 2019).




Estos ultimos, son los trastornos mentales mas comunes, con una gran incidencia
en la pérdida de productividad y calidad de vida, representando asi un gasto extra para
las personas que lo padecen. La ansiedad y la depresion son en la actualidad,
enfermedades tan comunes que, segun los estudios realizados por la Direccion
General de Comunicaciéon Social en el 2019, se sefala que 15 de cada 100 mexicanos
padecen depresion, y alrededor de un cuarto de la poblacion mundial padece un
trastorno mental esquizoide, depresion, ansiedad o fobias agudas.

Un estudio en la evaluacion de los Servicios de Salud Mental en México en 2015
presentd un total de 4'936,614 de casos de depresion, que equivale a un 4.2% de la
poblacion general (OPS, 2017). Ademas, alrededor de 4°281,809 personas padecen el
trastorno de ansiedad, lo que representa un 3.6% de la poblacion total (OPS, 2017). De
esta manera, la OMS 2013, hace hincapié en que las personas con trastornos
mentales presentan tasas desproporcionadamente elevadas de discapacidad y
mortalidad, en el plan de accién sobre la salud mental 2013-2020, se plantea que las
personas con depresion mayor o esquizofrenia tienen una probabilidad de muerte
prematura un 40% a 60% mayor que la poblacion general, debido a los problemas de
salud fisica, que a menudo no son atendidos (por ejemplo, canceres, enfermedades
cardiovasculares, diabetes e infeccion por VIH), y al suicidio. A nivel mundial, el suicidio

es la segunda causa mas frecuente de muerte en los jovenes.

Hoy en dia no existe un medicamento para tratar estos padecimientos que no
conlleve efectos secundarios desagradables, los sintomas mas comunes de estos
efectos secundarios son: nauseas, aumento de peso o somnolencia, en casos
extremos incluso se pueden presentar convulsiones, urticaria, ictericia, delirios,
psicosis, discrasia sanguinea o hipotensién. Sumando a esto, en el periodo 2010-2015
el presupuesto aprobado para salud mental presentd un comportamiento creciente y
paso de menos de 1 a 2.2% del total destinado a salud, aun asi, los porcentajes y cifras
absolutas son aun muy lejanas a las recomendadas por la OMS, y a las presentadas
por el Instituto de Salud Publica de México a través del estudio; “La salud mental en el

ambito poblacional” (Katz, 2017).




Estos datos permiten apreciar que la problematica sanitaria en relacion con los
diferentes trastornos mentales es preocupante a nivel mundial y nacional. Por esta
razon, la continua mejora y la investigacion para profundizar el conocimiento sobre
posibles tratamientos es vital, pues una mejora en el tratamiento iria de la mano con un
aumento en la calidad de vida de las personas que pudieran padecer cualquiera de

estos tratamientos.

En este proyecto se evalud el efecto farmacoldgico de las hojas de Diospyros
digyna Jacg. sobre el sistema nervioso; se empled una bateria de pruebas
farmacoldgicas para evaluar el efecto antidepresivo (prueba de nado forzado, NF),
efecto ansiolitico (modelo de laberinto elevado en forma de cruz, LEC), efecto sedante
(prueba de campo abierto, CA), efecto hipnético (modelo de potenciacion del estado
hipnético del pentobarbital) y efecto anticonvulsivo (modelo de convulsiones inducidas
con pentilentetrazol). Estas son pruebas validadas a nivel mundial en la busqueda de

efectos farmacoldgicos de extractos con actividad a nivel del sistema nervioso.




2. Antecedentes

2.1 Depresion
Segun la OMS (2019), la depresion es un trastorno mental frecuente y una de las
principales causas de discapacidad en todo el mundo. Afecta a mas de 300 millones de

personas en todo el mundo, con mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres.

Los pacientes se caracterizan por presentar tristeza, pérdida de interés y de la
capacidad de disfrutar, sentimientos de culpa o baja autoestima, trastornos del suefio o
del apetito, cansancio y falta de concentraciobn. También puede presentar diversos
sintomas fisicos sin causas organicas aparentes. La depresién puede ser de larga
duracion o recurrente, y afecta considerablemente a la capacidad de llevar a cabo las
actividades laborales y académicas y de afrontar la vida cotidiana. En su forma mas
grave, puede conducir al suicidio (OPS, 2020).

La depresion de leve a moderada se puede tratar eficazmente con terapias que
utilizan el didlogo, tales como la terapia cognitivo-conductual o la psicoterapia. Los
antidepresivos pueden ser un tratamiento eficaz para la depresion de moderada a

grave, pero no son el tratamiento de eleccion para la depresién leve (NIH, 2021).

En la depresion pueden presentarse alteraciones las cuales sugieren una
disfuncion del hipotdlamo. La serotonina y la noradrenalina son neurotransmisores
asociados a los trastornos de depresion, en donde un déficit en la transmision de estos
durante la sinapsis es la principal causa de la depresién, estos neurotransmisores se
encuentran en el nucleo del rafé y locus coeruleus, estos tienen comunicacion con la

corteza e hipocampo (Avula et al., 2022).




2.1.1 Clasificacion

Segun la OMS, dependiendo del nimero y de la intensidad de los sintomas, los
episodios depresivos pueden clasificarse como leves, moderados o graves.

Trastorno depresivo recurrente: se caracteriza por repetidos episodios de
depresion. Durante estos episodios, hay estado de &nimo deprimido, pérdida de interés
y de la capacidad de disfrutar, y reduccién de la energia que produce una disminucion
de la actividad, todo ello durante un minimo de dos semanas. También es frecuente
que se padezcan sintomas de ansiedad, alteraciones del suefio y del apetito,
sentimientos de culpa y baja autoestima, dificultades de concentracion e incluso

sintomas sin explicacion médica.

Trastorno afectivo bipolar: consiste caracteristicamente en episodios maniacos
y depresivos separados por intervalos con un estado de animo normal. Los episodios
maniacos cursan con estado de animo elevado o irritable, hiperactividad, logorrea,

autoestima excesiva y disminucion de la necesidad de dormir.

Por otro lado, en el Manual de Diagnostico y Estadistico de los Trastornos
Mentales del 2013, se menciona que dicha clasificacién incluye la depresién mayor,

depresion menor, trastorno distimico y trastorno adaptativo.

Depresion mayor: presencia de cinco o mas de los siguientes sintomas: estado
de animo depresivo, disminucién marcada del interés o anhedonia, pérdida importante
de peso en ausencia de dieta o ganancia de peso, insomnio o hipersomnia, agitacion o
lentificacion psicomotora, fatiga o pérdida de energia, sentimientos excesivos de
inutilidad o culpa, disminucion de la capacidad para concentrarse, pensamientos
recurrentes de muerte o suicidio. Al menos uno de los sintomas debe ser estado de
animo depresivo o disminucion de interés o anhedonia. Los sintomas persisten mas de
dos meses, no se explican por otras enfermedades o duelo y provocan malestar

clinicamente significativo o deterioro funcional.

Depresion menor: presencia de a lo menos dos, pero menos de cinco sintomas
de la depresién mayor (DM). Los sintomas persisten mas de dos semanas, no se

explican por otras enfermedades o presencia de duelo y provocan malestar




clinicamente significativo o deterioro funcional. Diagnéstico solo es posible en ausencia

de historia de DM, distimia, bipolar o alteraciones psicoticas.

Trastorno distimico: presencia de estado de animo depresivo y dos o méas de los
sintomas de la depresion mayor: pérdida o aumento de apetito, insomnio o
hipersomnia, fatiga, sentimientos excesivos de inutilidad o culpa, dificultad para
concentrarse o tomar decisiones, sentimientos de desesperanza. Duracion de dos afios
y sin periodos de ausencia de sintomas de més de dos meses. Ausencia de episodios

de DM. Provocan malestar significativo y deterioro funcional.

Trastorno bipolar: cumple criterio de DM vy tiene antecedentes de al menos un
episodio maniaco o episodio mixto. No deben superar los seis meses después de

retirado el evento estresante y provoca malestar significativo o deterioro funcional.

Trastorno adaptativo con animo depresivo: sujetos que desarrollan estado de
animo depresivo, tendencia al llanto o desesperanza en los tres meses posteriores a un

evento estresante. El duelo no es considerado un evento estresante.

2.1.2 Prevalencia

La depresion representa un problema de salud publica debido a su alta
prevalencia alrededor del mundo. La etiologia de la depresion es compleja ya que en
ella intervienen factores psicosociales, genéticos, y bioldgicos, cada afio mas personas
alrededor de todo el mundo son diagnosticadas con depresion, dentro de las cuales se
encuentran muchos adolescentes y adultos jovenes. El impacto de los factores
psicosociales en la poblacion adolescente y en los adultos jévenes pueden exacerbar la
intensidad de la enfermedad y aumentar exponencialmente las ideaciones suicidas, los

intentos suicidas e incluso lograr el cometido con éxito (Corea Del Cid, 2021).

Las prevalencias observadas en los Estados Unidos, Europa y Brasil son mas
elevadas ya que mas de 15% de poblacion ha padecido depresién mayor alguna vez
en su vida y mas del 6% durante el afio anterior. En Estados Unidos se reporta que
alrededor de uno de cada cinco adultos mayores de 18 afios presentaron
sintomatologia asociada con el trastorno depresivo en el 2019. En México los




trastornos de depresion ocupan el primer lugar de discapacidad para las mujeres y el
noveno para los hombres. Los datos de la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica (ENEP) en México sefialan que el 9.2% de los mexicanos sufrieron un
trastorno afectivo en algin momento en su vida y 4.8% en los doce meses previos al
estudio (Corea Del Cid, 2021)

Segun un estudio de la OMS realizado en el 2022, durante la pandemia por el
SARS-CoV-2 los porcentajes de la poblaciéon que padecen depresion y ansiedad han
aumentado 25%, una de las principales causas de este aumento es el estrés
ocasionado por el aislamiento social, sumando las limitaciones de la capacidad de las
personas para trabajar, pedir ayuda a sus seres queridos y participar en la vida de sus
comunidades, también se ha mencionado la soledad como un estrés, ya que iba de la
mano con el miedo a contagiarse, sufrir y morir, o0 que algo le suceda a los seres

queridos.

2.1.3 Fisiopatologia de la Depresién

Debido a que la depresion es un trastorno multifactorial, ya que su desarrollo
depende de diferentes causas que pueden interaccionar, ha sido dificil dilucidar su
patologia. Existen diferentes teorias neurobiol6gicas (Figura 1) que plantean su causa
en el estrés psicosocial, o en alteraciones de las hormonas del estrés,
neurotransmisores (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato y acido gamma-
aminobutirico), los neurocircuitos, algunos factores neurotréficos y los ritmos

circadianos (Hasler, 2010).

Teoria de la hormona del estrés: La teoria que sugiere una alteracion de las
hormonas del estrés plantea que la hormona liberadora de corticotropina (CRH) al estar
mediada principalmente por la hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal
(HHA), se libera desde el nacleo paraventricular del hipotdlamo, siendo una respuesta
fisiologica al estrés, que al mismo tiempo estimula la liberacion de la hormona
adrenocorticotropa o corticotrofina (ACTH) desde la hipdfisis, la cual por su parte
estimula la liberaciéon de glucocorticoides (GC) desde la corteza adrenal hacia la
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circulacion sanguinea (Davila et al., 2016). En pacientes deprimidos la secrecion de
cortisol no se suprime después de la administracion de dexametasona; este es un
esteroide artificial que reduce la secrecion de corticotropina en personas normales
uniéndose a los mismos receptores que el cortisol (Pardes et al., 2007), por lo tanto,
esta respuesta sugiere alteraciones en la regulacion de retroalimentacion e

hiperactividad del eje HHA.

Fisiopatologia de la

depresion pérdida del
Polimorfismo 80% de
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Figura 1. Fisiopatologia de la depresion.

Teoria monoaminérgica: La mayoria de las neuronas serotoninérgicas,
noradrenérgicas y dopaminérgicas se ubican en el nucleo del mesencéfalo y en el
tronco encefélico, de ahi proyectandose a grandes areas de todo el cerebro. Por lo que
la teoria de la deficiencia de los neurotransmisores parte de la anatomia, ya que los

sistemas monoaminérgicos participan en multiples funciones cerebrales, como lo son el
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estado de animo, la atencion, el procesamiento de recompensas, el suefio, el apetito y
la cognicion. La mayor parte de los compuestos utilizados en los farmacos
antidepresivos inhiben la recaptacion o la degradacion de las monoaminas, llevando a
un incremento en la concentracion de estas, demostrando ser antidepresivos
clinicamente eficaces. En resumen, esta teoria postula que la base fisiopatologica
subyacente de la depresion es el agotamiento de los neurotransmisores serotonina (5-
HT), noradrenalina (NA) y dopamina (DA) en el sistema nervioso. Un metaanalisis
reciente sobre anomalias en el volumen cerebral de 5-HT, NA y DA en pacientes con
depresion mayor demuestran una mayor expresion de monoamino-oxidasa A (MAO-A)
en la corteza prefrontal, corteza temporal, hipocampo, tadlamo, mesencéfalo y el nicleo
accumbens (NAc), suponiendo que la tasa de degradacion de 5-HT y NA son un
mecanismo fisiopatoldégico que atenua la transmisibn monoaminérgica (Dalton et al.,
2014).

Teoria genética: El polimorfismo G1663A en el gen hTPH2 sugiere que el déficit
serotoninérgico parte de la sintesis de la serotonina, debido a que en el cambio de
aminoécido resultan pérdidas del 80% de sus funciones enzimaticas. Esto se confirma
en un estudio aplicado a 87 pacientes con depresion mayor, pues el 10% de ellos
portaba el polimorfismo mencionado, a diferencia del resultado obtenido de una

muestra de 219 individuos sanos, en los cuales solo el 1% lo presentaron.

Asi mismo, alteraciones en los glucocorticoides podrian ejercen un efecto de
retroalimentacion negativa hacia el hipotalamo y la hipdfisis, limitando el grado de
activacion del eje y promoviendo a su vez, un control excitador sobre el hipotalamo y
este ejerce un control inhibidor sobre el eje, limitando su activacion (Mourira et al.,
2011).

Teoria neurotroéfica: Esta teoria parte del hecho de que los factores de riesgo
en los episodios depresivos cambian conforme la enfermedad avanza. El primer
episodio depresivo tiende a ser “reactivo”, desencadenado por importantes factores

estresantes psicosociales, mientras que los episodios posteriores serian mas
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‘endogenos” ya que serian desencadenados por factores estresantes menores. Ya
existe evidencia consistente sobre la pérdida de volumen en el hipocampo y otras
regiones cerebrales a causa de la duracion de la depresion, esto sugiere que la
depresion no tratada conduce a una mayor pérdida del hipocampo, siendo mas
sensible al estrés y con un gran factor de recurrencia. La pérdida de volumen cerebral
en la depresion podria ser explicada por posibles mecanismos como la neurotoxicidad
de los glucocorticoides, toxicidad glutamatérgica, disminucion de factores neurotréficos

y neurotoxicos (Guadarrama et al, 2006).

Teoria de la alteracion glutamatérgica y la neurotransmisién GABAérgica:
Algunos estudios de resonancia magnética mostraron reducciones consistentes en las
concentraciones de GABA (acido gamma-aminobutirico) en la corteza prefrontal y
occipital en pacientes con depresion aguda, reflejando efectos provenientes de estados
de estrés agudo, ya que el estado de estrés pareceria inducir una regulacién negativa
presinaptica en la neurotransmision GABAérgica prefrontal. Adicionalmente, el estrés
cronico reduce la funcion del receptor GABAA, esto a través de posibles cambios en la
sintesis de esteroides neuroactivos. Otras lineas de estudio han sugerido una
disfuncién del sistema neurotransmisor del glutamato en el tratamiento de la depresion
mayor, pues la aplicacion de una sola dosis de ketamina, la cuél es antagonista del
receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), resulté en efectos antidepresivos
rapidos y eficaces en pacientes con depresibn mayor que habian presentado una
resistencia a tratamientos monoaminérgicos. Siendo asi, que los inhibidores de la
liberacién de glutamato como lo son la lamotrigina y el riluzol demostraron propiedades
antidepresivas. Por ultimo, niveles anormales de glutamato han sido encontrados en
estudios en sujetos deprimidos, esto determinado mediante espectroscopia de
resonancia magnética, asi como sefializacion anormal de NMDA en preparaciones de

tejido post mortem (Hasler, 2010).

Teoria de los ritmos circadianos: Algunos sintomas depresivos que son
tomados como criterios de diagndstico para la depresiéon mayor son los trastornos del

suefo, la fatiga y las variaciones diurnas en el estado de animo, asi como en la
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psicomotricidad. En algunos pacientes con depresiéon mayor puede existir un trastorno
del ritmo circadiano, por lo cual esta asociacion se da entre el avance de las fases del
ciclo suefio-vigilia, y los avances de estas fases en la secrecion nocturna de cortisol; se
ha notado una latencia de la fase REM acortada en sujetos con depresion mayor, esto
aunado al efecto de los antidepresivos sobre el comportamiento de los ritmos
circadianos, la fisiologia y la endocrinologia contribuyen a la base bioldgica de esta
hipotesis. Aunque los fundamentos moleculares y genéticos de esta teoria son en gran

medida desconocidos (Hasler, 2010).

2.1.4 Tratamiento

Debido a que la fisiopatologia de la depresion tiene variaciones a lo largo de la
enfermedad, asi como que las teorias aplican solo a algunos tipos de pacientes
deprimidos, pero no a otros, los tratamientos antidepresivos deben adaptarse a cada

paciente y estado de enfermedad (Hasler, 2010).

Dependiendo de la severidad de los sintomas que se presenten, es recomendable
la psicoterapia como tratamiento inicial en casos de depresion leve, basandose en la
relacion riesgo-beneficio. También se indica la psicoterapia en casos de depresion
mayor cuando el paciente presenta contraindicaciones al tratamiento farmacologico,
como el caso de embarazo, lactancia o enfermedades médicas complejas con

polifarmacia (Barrera y Vergel, 2021).

En el tratamiento farmacoldgico existen diversos grupos de antidepresivos que se
pueden indicar dependiendo del resultado que se busque de acuerdo con los sintomas
presentados por el paciente, estos grupos son clasificados conforme a su mecanismo

de accion:
¢ Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, ISRS (Citalopram)
¢ Inhibidores de la recaptacién de serotonina-norepinefrina (Duloxetina)

e Antidepresivos atipicos
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o Moduladores de serotonina (Trazodona)
o Inhibidores de la monoaminoxidasa, IMAO (Fenelzina)

e Antidepresivos triciclicos, ATC (Imipramina).

Otros tratamientos homedpatas son utilizados también para tratar la depresion,
como el caso de la planta Hypericum perforatum, que ha demostrado tener una
actividad antidepresiva muy importante, siendo reconocida por la poblacion a nivel
mundial (Cantero, 2018).
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2.1.4.1 Efectos secundarios indeseables.

Tabla 1. Antidepresivos actuales utilizados para tratamiento de personas con trastornos depresivos

y sus efectos secundarios indeseables (BNM, 2022).

Medicamentos

Efectos secundarios indeseables

Vilazodona

Imipramina

Fenelzina

Escitalopram

Desvenlafaxina

Sarpullido, urticaria, dificultad para respirar, pérdida del conocimiento,
convulsiones, latidos cardiacos rapidos o irregulares, sangrado, alucinaciones,
temblor incontrolable

Sarpullido grave, coloracién amarillenta de la piel o los ojos, temblor incontrolable,
espasmos musculares, dificultad para respirar y cambios en el deseo o capacidad
sexual

Pupilas dilatadas, coloracion amarillenta de la piel o los ojos, temblor
incontrolable, disminucion de la capacidad sexual, mareos, somnolencia y
constipacion

Nauseas, diarrea, estreflimiento, cambios en el deseo o capacidad sexual,
somnolencia, mayor sudoracion, mareos, acidez estomacal, dolor de estobmago,
cansancio excesivo, boca seca, disminucion del apetito y pérdida de peso.
Estrefiimiento, pérdida de apetito, boca sea, mareos, cansancio extremo, suefios
inusuales, bostezos, sudoracion, temblor incontrolable de una parte del cuerpo,
dolor, ardor, entumecimiento u hormigueo, pupilas dilatadas, cambios en el deseo
0 capacidad sexual y dificultad para orinar.

Estos efectos se presentan con una frecuencia de 35-70% dependiendo del farmaco y de la dosis,

asi como también del paciente.

9.8.1 Mecanismo de acciéon Imipramina
La imipramina es un medicamento antidepresivo del tipo dibenzazepina,

perteneciente a la familia de los antidepresivos triciclicos. Se metaboliza a desipramina

gue se comercializa por separado y es utilizada para tratar la depresion (ANMAT,

2012).

Se absorbe de manera adecuada del tubo digestivo, se une con fuerza a las proteinas

del plasma y se distribuye con rapidez. Las concentraciones pico se alcanzan 8 a 12 h

después de su administracion, y la vida media es de 10 a 20 h (Rodriguez, 2015).

Aumenta la disponibilidad de noradrenalina y de serotonina en las sinapsis

adrenérgicas y serotoninérgicas, respectivamente, como resultado de una accién

inhibitoria del mecanismo de recaptura, principal proceso de inactivacion fisiologica de

estos neurotransmisores a nivel de la membrana de la terminal sinaptica. En
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consecuencia, activa los procesos noradrenérgicos Yy serotoninérgicos centrales,
supuestamente deficientes en la depresion (Figura 2). También tiene propiedades
anticolinérgicas centrales y periféricas de tipo atropinico. Se supone que esta accion
central es util en el tratamiento de la depresion y que los efectos anticolinérgicos
periféricos se derivan de bloqueo de la actividad parasimpatica centrifuga. En el sujeto
normal provoca somnolencia, aturdimiento, sedacion, ligera hipotension, signos
atropinoides (resequedad bucal, vision borrosa, palpitaciones y retencion urinaria)
(Rodriguez, 2015).

Los farmacos triciclicos no inhiben la monoaminooxidasa ni afectan la recaptacion
de dopamina. Debido a su afinidad hacia los receptores H1 de histamina, los
antidepresivos triciclicos producen una mayor o menor sedacion, siendo moderada en

el casi de la imipramina. Igualmente, pueden reducir el umbral convulsivo (ANMAT,
2012).
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Figura 2. Mecanismo de accién imipramina.
(Imagen tomada de: Hernandez, 2021)
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2.2 Ansiedad

La ansiedad es una parte de la existencia humana, todas las personas sienten un
grado moderado de la misma, siendo ésta una respuesta adaptativa. Este trastorno
también se denomina trastorno de angustia; resaltando, entre otras caracteristicas, la
presencia de crisis de angustia recidivantes e inesperadas (American Psychiatric
Association, 1994); dificultando la distincion entre ambos conceptos. En general, el
término ansiedad alude a la combinacion de distintas manifestaciones fisicas y
mentales que no son atribuibles a peligros reales, sino que se manifiestan ya sea en
forma de crisis 0 bien como un estado persistente y difuso, pudiendo llegar al panico;
no obstante, pueden estar presentes otras caracteristicas neuroticas tales como
sintomas obsesivos o histéricos que no dominan el cuadro clinico. Si bien la ansiedad
se destaca por su cercania al miedo, se diferencia de éste en que, mientras el miedo es
una perturbacion cuya presencia se manifiesta ante estimulos presentes, la ansiedad
se relaciona con la anticipacion de peligros futuros, indefinibles e imprevisibles
(SAMHSA, 2023).

La ansiedad se presenta mediante estimulos de amenaza, de tal manera que el
conjunto de respuesta conductuales-emocionales se da cuando existe un estimulo
auditivo, olfatorio, somatosensorial y visual. Esta informacion se integra al sistema
nervioso central (SNC) especificamente a las siguientes estructuras anatomicas la
amigdala, el hipotalamo y el hipocampo. El sistema GABAérgico tiene participacion a
través del complejo receptor-ionéforo del cloruro (GABAA), el cual esta involucrado en
el control de la coordinacion motora, aprendizaje, memoria, procesos de panico,
epileptogénesis y ansiedad. La expresion de la ansiedad en la amigdala estd mediada
por la regulacion de diferentes sistemas de neurotransmisores y moduladores que son
capaces de actuar sobre esta zona cerebral para ejercer efectos ansioliticos (Kaufman
et al., 2005).
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2.2.1 Clasificacién
Angustia sin agorafobia: crisis de angustia recurrentes e inesperadas que

causan preocupacion permanente al paciente.

Angustia con agorafobia: crisis de angustia, miedo y ansiedad de muy alta
intensidad denominado agorafobia, donde se presenta desesperacion de estar en
lugares y en situaciones vulnerables, es especial en situaciones donde no se podria

disponer de ayuda.

Agorafobia sin historia de trastorno de angustia: se presenta al encontrarse
en lugares o situaciones donde escapar puede ser dificil 0 embarazoso, pero sin la

presencia de crisis de angustia.

Fobia especifica: ansiedad como respuesta a la exposicidbn a situaciones u

objetos especificos temidos, que conllevan a comportamiento de evitacion.

Fobia social: ansiedad como respuesta a situaciones sociales o actuaciones en

publico, que conllevan a comportamiento de evitacion.

Obsesivo compulsivo: obsesiones que causan ansiedad, malestar y

compulsiones cuyo propésito es neutralizar dicha ansiedad.

Estrés postraumatico: ansiedad ante la reexperimentacibn de eventos

traumaticos y comportamiento de evitacion hacia estimulos relacionados con el trauma.

Estrés agudo: ansiedad y malestar que aparecen inmediatamente después a un

acontecimiento traumatico.

Ansiedad generalizada: ansiedad y preocupacion de caracter excesivo y
persistente durante al menos seis meses (Pichot, 1998).
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La fisiopatologia de los trastornos por ansiedad se puede presentar por varios
factores dentro del ciclo de vida del estado de animo como sintomas caracteristicos,
dentro de estos sintomas estan:

e Tension motora: temblor, tension o dolor muscular, inquietud vy
fatigabilidad excesiva.

e Hiperactividad vegetativa: sensacion de ahogo, taquicardia, manos frias
o huimedas, boca seca, mareo, escalofrio, miccion frecuente y sensacion de
tener un "nudo en la garganta”.

e Hipervigilancia: sentirse atrapado, exageracion en la respuesta de

alarma, dificultad para concentrarse, insomnio e irritabilidad (Pichot, 1998).

2.2.2 Prevalencia

De acuerdo con la pagina de la Coordinaciéon de Comunicacion Social del Senado
de la Republica, boletin 579, en México la ansiedad es uno de los trastornos mentales
mMAas comunes, se estima que alrededor del 14-15% de los individuos presentan al
menos un tipo de trastorno de ansiedad, este porcentaje puede ampliarse hasta 18%
en la poblaciéon mas joven, que va desde etapas infantiles hasta adolescentes.

En los estudios realizados se han logrado sefialar algunas de los factores que
influyen a que las mujeres padezcan 4.5 veces mas ansiedad que los hombres (esto
calculado por medio de las ocurrencias a lo largo de la vida), entre ellos se encuentran;
Los estatus o rol social al que las mujeres son ligadas desde el momento de
nacimiento, la dependencia emocional al que las mujeres pueden ser expuestas a
través de los altos indices de violencia de género, los bajos ingresos econémicos
causados aun por una brecha salarial que se mantiene alrededor de un 18% (IMCP,
2020). Todo esto teniendo un mayor impacto por el hecho Unico de ser de sexo

femenino y exponiendo a las mujeres a estrés social.

Al ser la ansiedad un trastorno presente en su mayoria en edades tempranas
normalmente puede ser detectada desde los 5-35 afos, siendo regular una edad de
inicio de entre los 11-16 afios, puede ocasionar afecciones en el desarrollo de los

adolescentes que la padezcan, causando un aumento en el riesgo de consumo de
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sustancias toxicas o riesgo de desencadenar otros cuadros de fobias o enfermedades

mentales con el transcurso del tiempo (Marin-Ramirez y Alonso, 2015).

2.2.3 Fisiopatologia de la ansiedad
La ansiedad es un trastorno multifactorial, por lo que influyen factores biologicos,

sociales y ambientales (Figura 3). Asi mismo participan diversas estructuras cerebrales
que conforman el sistema limbico, es ahi mismo donde se ejercen la mayoria de las
acciones de los farmacos ansioliticos. En términos conductuales, la ansiedad tiene dos
caracteristicas principales; la primera es un estado emocional provocado por un
estimulo perturbador, el segundo es el estado de anticipacion procedente del primer

estimulo.
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Figura 3. Fisiopatologia de la ansiedad.
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Se plantea que la presencia de la ansiedad se da a través de la sobreactividad de
los sistemas adrenérgicos o serotoninérgicos en el sistema nervioso central, o a una
leve atenuacion del sistema GABAérgico, ya que esta es una consecuencia de
alteraciones en el funcionamiento del receptor GABAA, las cuales pueden resultar de
cambios en la concentracion de GABA o en el numero de receptores, asi como en la
sensibilidad del receptor (Cedillo, 2017).

Por otro lado, la ansiedad se podria generar en el nucleo paraventricular del
hipotalamo, donde se localizan las neuronas que secretan CRH y proyectan sus
axones a la eminencia media, donde se almacenan hasta ser liberadas a la circulacion
portal-hipotaldmica-hipofisaria, ademas estas neuronas secretan otras hormonas
hipotalamicas ADH, Agll y oxitocina, las cuales son capaces de estimular igualmente la
secrecion de ACTH y potencian la acciéon de la CRH sobre la sintesis de
propiomelanocortina (POMC), asi como la secrecion de péptidos derivados de esta
proteina (del Toro-Afel et al., 2014).

Ademas de estimular la secrecién hipofisiaria de ACTH, la CRH aumenta el tono
simpatico y la liberacion de catecolaminas por la médula suprarrenal. Estas
variaciones de la CRH parecen estar mediadas por las neuronas del nucleo
paraventricular, cuyos axones no se proyectan a la eminencia media sino al tronco
encefélico, lo que puede explicar la gran variedad de reacciones psicologicas que
aparecen ante situaciones estresantes, mediadas por el sistema nervioso auténomo
(Qiu T et al., 2023).

2.2.4 Tratamiento

De acuerdo con la Asociacion Psicologica Americana (American Psychological
Association, APA) la mayoria de los casos de trastornos de ansiedad pueden ser
tratados por profesionales de la salud apropiadamente capacitados de una manera
totalmente satisfactoria, los psicélogos usan la terapia cognitivo-conductual para ayudar
a los pacientes a identificar y aprender a controlar los medios que contribuyen a su
ansiedad por medio de técnicas de relajacion profunda y la identificacion de los

sintomas.
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En cuanto a la medicacion, se utilizan farmacos ansioliticos, estos son sustancias
depresoras del sistema nervioso central (SNC), la mayoria de los ansioliticos (incluidas
las benzodiacepinas) actian de manera selectiva sobre receptores de GABAa, su
accion ansiolitica esta mediada por receptores de la subunidad a2 del receptor GABAAa,
potenciando asi la respuesta a GABA, generando la apertura de los canales de cloruro
activados por este neurotransmisor hiperpolarizando la célula neuronal, siendo asi
menos susceptible a estimulos activadores produciendo un estado de inhibicion

neuronal (Benedi y Gémez, 2007).

Multiples tratamientos a base de plantas medicinales son utilizados para tratar este
padecimiento, como por ejemplo el tratamiento a base de la planta Aconitum napellus,
la cual tiene un gran efecto sobre los sintomas de la ansiedad y panico con y sin
agorafobia (Bali et al., 2022).

2.2.4.1 Efectos secundarios indeseables.

Tabla 2. Ansioliticos actuales utilizados para tratamiento de personas con trastornos de ansiedad
y sus efectos secundarios indeseables (BNM, 2022).

Medicamentos Efectos secundarios indeseables

Alprazolam Dificultad para respirar, convulsiones, urticaria intensa, ictericia en la
piel u ojos, confusion, somnolencia, aturdimiento, dolor de cabeza,
cansancio, mareos, irritabilidad, cambios en el deseo o capacidad
sexual, estrefiimiento y dolor de articulaciones

Diazepam Pérdida del control de los movimientos corporales, temblor
incontrolable, respiracion y ritmo cardiaco lento, mareos, debilidad
muscular, dolor de cabeza, boca seca, confusién y cambios en el
deseo o capacidad sexual

Bromazepam Fatiga, debilidad muscular, disminucion de la vigilancia, trastornos
gastrointestinales, alteraciones de la libido, reacciones cutaneas,
confusion, mareo, aumento del apetito y conducta inadecuada

Lormetazepam Intranquilidad, agitacion, irritabilidad, agresividad, delirios, ataques
de ira, pesadillas, alucinaciones, psicosis, comportamiento
inadecuado, discrasia sanguinea, hipotension y amnesia
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9.8.2 Mecanismo de accion Diazepam
Las benzodiazepinas actian a nivel de las regiones limbicas, talamo, hipotalamo

del sistema nervioso central y puede producir todo tipo de depresion del SNC
incluyendo la sedacién y la hipnosis, asi como la relajacion del musculo esquelético, y
una actividad anticonvulsiva. El GABA es un neurotransmisor inhibitorio que ejerce sus
efectos en los subtipos de receptores especificos denominados GABAa y GABAs. El
GABAAa (Figura 4) es el subtipo de receptor primario en el SNC y se cree que participa
en las acciones de ansioliticos y sedantes (ANMAT, 2013).
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Figura 4. Receptor GABAx Yy mecanismo de accién benzodiacepinas.
(Imagen tomada de: Hernandez, 2021)

Sus efectos farmacoldgicos se inician 30 a 60 min después de administracion
oral; por via intramuscular se inician en 15 min, y por via intravenosa son casi
inmediatos (5 min). En cuanto comienza la activacion del receptor, GABA abre el canal

de cloruro y se facilita la entrada de iones a través de la membrana, esto ocurre
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unicamente si hay GABA, si no la benzodiacepina no deja entrar al cloruro por si solo.
Esto produce una hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica, inhibicién de las
descargas neuronales y, en consecuencia, se reduce la excitabilidad celular. También
disminuye la excitabilidad de algunos grupos neuronales mediante acciones que no
incluyen al GABA ni provocan alteraciones de la permeabilidad de la membrana al

cloruro (Rodriguez, 2015).

Las benzodiazepinas se unen a las subunidades a1 y y2 (Figura 5), lo que, en
Gltima instancia, modulan los efectos de GABA. A diferencia de los barbitaricos que
aumentan la respuesta de GABA mediante la prolongacién del tiempo en el que los
canales de cloruro estan abiertos, benzodiazepinas aumentan los efectos de GABA
mediante el aumento de la afinidad del GABA para el receptor de GABA. La union de
GABA al sitio abre el canal de cloruro lo que resulta en una membrana celular

hiperpolarizada que impide atun mas la excitacién de la célula (ANMAT, 2013).

GABAO (@) @9@
o S

GABA Agonistas

Agonistas Parciales !
Antagonistas

BZD

B B i e s e e

Figura 5. Sitio de union especifico de las benzodiacepinas en el receptor GABAA.
(Imagen tomada de: Hernandez, 2021)
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La accion ansiolitica de las benzodiazepinas puede ser un resultado de su
capacidad para bloquear la excitacion cortical y limbica después de la estimulacién de
las vias reticulares mientras que las propiedades relajantes musculares estan
mediadas por la inhibicion de las vias mono y polisinapticas. Las benzodiacepinas
también pueden deprimir la funcibn muscular y nerviosa motora directamente
(Rodriguez, 2015).

2.3 Epilepsia

La epilepsia es un trastorno neurolégico de gran relevancia en salud y nivel social
en América Latina y el Caribe, su diagnéstico es esencialmente clinico y se puede
realizar en la atencién primaria; asimismo, la gran mayoria de las personas con esta
condicion pueden llevar una vida normal si reciben el tratamiento apropiado. Sin
embargo, hay diversos factores que limitan y obstaculizan el tratamiento, entre ellos, el
déficit de informacion, la estigmatizacion y la falta de acceso a los servicios de salud
(Kestel et al., 2013).

Es un trastorno crénico no transmisible del cerebro que afecta a personas de
todas las edades. Aproximadamente, 50 millones de personas en el mundo viven con
epilepsia, haciéndola una de las enfermedades neurolégicas mas comunes a nivel
global. Alrededor del 80% de las personas con epilepsia viven en paises de ingresos
bajos y medios. La muerte prematura es hasta tres veces mayor que en la poblacién
general; las tasas mas altas encontradas pertenecen a paises de ingresos bajos y

medios, y en el area rural versus el area urbana (Dua y Short, 2013).

Segun el National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS, 2023) la
epilepsia comprende dos o mas convulsiones, y puede ser un trastorno primario
cuando aparece en forma espontanea, casi siempre en la infancia o si se cuenta con
una predisposicion genética, o un trastorno secundario cuando es resultado de una
hipoxemia, lesion cefalica, infeccion, evento cerebrovascular o tumor en alguna parte
del sistema nervioso central. Cuando la epilepsia da inicio en la vida adulta casi

siempre es por alguno de estos incidentes (Rodriguez et al., 2019).
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2.3.1 Clasificacién

Una convulsion es una descarga subita y descontrolada de las neuronas
encefalicas que produce cambios en la actividad del encéfalo. Estas se producen
cuando ciertas neuronas encefalicas se encuentran en estado hiperexcitable o facil de
despolarizar, como resultado las neuronas se agrupan conformando un foco
epileptégeno, estando siempre cerca del potencial umbral necesario para responder a
estimulos de una intensidad (NINDS, 2023).

Una vez que el foco epileptdgeno empieza a disparar potenciales de accion, la
corriente resultante puede diseminarse a las células vecinas, induciendo cargas que
pueden extenderse a ambos lados del cerebro y por areas corticales, subcorticales y
del tallo encefalico (NCCDPHP, 2018).

% generalizadas: Es un periodo de actividad eléctrica descontrolada que se da en
el cerebro, la cual puede deberse a una condicibn médica que provoca
convulsiones recurrentes (epilepsia). Son generalizadas cuando la convulsién
inicia en forma difusa por toda la corteza cerebral e incluye ambos lados de la
corteza. Estas convulsiones llegan afectar a personas de cualquier edad, pero
son mas comunes en los nifios y adultos jévenes, por otra parte, los sintomas
mas comunes son la pérdida de conciencia, con pérdida de memoria y confusién
después de la convulsién. Las causas pueden ser fiebre alta (en nifios),
abstinencia alcohdlica, infecciones del sistema nervioso y niveles muy bajos de
azucar en la sangre, por ejemplo, en las personas diabéticas o bien pueden ser
ideopaticas (por razones desconocidas) o0 secundarias a traumatismos,
infecciones, tumores o hemorragias cerebrales (NCCDPHP, 2018).

Las convulsiones generalizadas afectan toda la superficie encefalica y se
catalogan en tonicoclénicas (caracterizadas por el inicio subito de
contracciones rigidas e intensas de los musculos de brazos y piernas: tonicas,
seguidas de contracciones y relajaciones ritmicas de los musculos: clénicas),

sblo ténicas, clonicas o atdnicas.
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% Focales o parciales: Si la convulsion inicia en un foco discreto y se limita a un
lado del encéfalo, estamos hablando de una convulsion parcial. Las
convulsiones parciales se clasifican en parciales simples; durante las cuales no
se afecta la consciencia, y las parciales complejas; que afectan el nivel de
consciencia. Un tercer tipo de convulsibn parcial es la convulsion de
generalizacion secundaria, esta comienza como un episodio parcial simple y
evoluciona hasta afectar la consciencia. Las convulsiones parciales pueden ser

idiopaticas o secundarias a algun tipo de dafio encefalico.

2.3.2 Prevalencia

En México se estima una prevalencia de entre 10.8 a 20 casos de epilepsia por
cada mil habitantes, lo que arroja cifras de padecimiento de hasta 5 personas por cada
250 habitantes (IMSS, 2020). Aunque se cree la cifra puede ser mas amplia, ya que la
informacion sobre la prevalencia de la epilepsia en México esta disponible en la pagina
web del Instituto Mexicano del Seguro Social, en el cual se marca también la
distribucion de la atenciébn médica de este padecimiento, la razon por la cual esta cifra
podria ser realmente mayor, es porque en México no todas las personas cuentan con
Seguro Social, pues so6lo 45% de la poblacion cuenta con este servicio de salud
(INEGI, 2020), lo cual nos podria indicar, que el censo no abarca la poblacion general

del pais.

2.3.3 Fisiopatologia de la epilepsia

Existen diferentes mecanismos que pueden generar una descarga eléctrica, estas
son: la disminucion de los mecanismos GABAérgicos, el aumento de los mecanismos
excitadores mediados por acido aspartico y glutamico y una alteracion de la conduccion
transmembranal de los iones sodio y calcio (Figura 6). Los neurotransmisores que
participan en la generacidon de convulsiones pueden ser excitatorios (abren canales de
sodio y calcio, como el glutamato y la acetilcolina) y los inhibitorios (abren los canales

de potasio y de cloruro como el GABA).

25



Fisiopatologia de la
epilepsia

Disminucion en
la actividad de

Neuronas
anormales con

Aferentacion de
las neuronas
excitatorias

las neuronas
inhibitorias

alteraciones
estructurales
membranales

Brotes

Potencial de
equilibrio y

Modificacione

descargas
epileptiformes

de

velocidad de
conduccion
alterados

s sustanciales
electrotdnicas

Mecanismo

Disparo de
descargas
anormales en
asincronia neuronal

Alteracién en la expresion
de las subunidades del
receptor GABAA

excitatorio

Alteracion de las

Mecanismos subunidades del receptor

Teorias

Epilepsia

GABAérgicos GABAA
e ———
Ubera ) | Incremento en Brotes de
N | la liberacion de descargas de
B neurotransmis poténciales
b ores propagados por
Conduccién I _I— grupos de células
_transmembranal Lil?era Formacion del Rtorheles
d:ir; complejo —— 1
g N
(calmodulina) )

Figura 6. Fisiopatologia de la epilepsia.

El

permeable al ion cloruro, por lo cual provoca una hiperpolarizacion de

Disminucion de los mecanismos GABAérgicos:

receptor GABAaA es

la membrana

neuronal que inhibe la conduccién del impulso nervioso. En estudios se ha visto

alterada la expresion de las subunidades que conforman los receptores GABA en

pacientes con epilepsia del I6bulo temporal, esto demuestra que las cri

sis epilépticas

pueden tener relacion con mutaciones en las subunidades del receptor GABAa

(Rodriguez et al., 2019).

En cuanto al receptor GABAg, es metabotrépico y esta localizado principalmente

en la meédula espinal. Los receptores presinapticos inducen la disminucion de la

liberacion de neurotransmisores debido a la activacion de los segundos mensajeros

gue inhiben la entrada de calcio (Rodriguez et al., 2019).
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Alteracion de la conduccion transmembranal: Las neuronas anormales que
forman parte del foco de epileptogénesis muestran alteraciones estructurales en su
membrana que condicionan modificaciones sustanciales en sus caracteristicas
electrotonicas y, por ende, en su potencial de equilibrio y velocidad de conduccion. Los
procesos moleculares que convergen con la aparicidbn de esta serie de alteraciones
dieléctricas, dependen fundamentalmente de la actividad de receptores tanto
ionotropicos como metabotropicos, los que no solo condicionan severas modificaciones
en los flujos idnicos, sino en la transmision sinaptica y en la comunicacion intracelular
(RFC, 2016).

A lo largo del fenémeno disminuye la actividad de las neuronas inhibitorias
aferentes al foco de epileptogénesis y se incrementa la aferentacion de las neuronas
excitatorias, desencadenando brotes de descargas epileptiformes breves, autolimitadas
y de alta frecuencia. Estos brotes de descargas regulares y ritmicas de alta frecuencia
se autolimitan cuando los potenciales propagados que se generan encuentran a la
neurona postsinaptica en estado de hiperpolarizacion; periodo que al finalizar facilita el
disparo de descargas anormales, que en asincronia con el ritmo de descarga de otros
conglomerados neuronales se diseminan rapidamente por el encéfalo. Asi las crisis no
principian abruptamente, sino que se desarrollan a partir de una serie de cambios

paulatinos que en un momento dado sufre la actividad eléctrica en el SNC (RFC, 2016).

Aumento del mecanismo excitatorio: No obstante que la liberacidén presinaptica
de acetilcolina puede ser el estimulo desencadenante del fendmeno dieléctrico, es el
acido glutdmico (Glu) el que refuerza y sostiene el proceso. Cuando la interneurona
facilitatoria libera Glu y este actla sobre un receptor especifico, se activa una
proteincinasa que al promover un influjo sostenido de Ca++, da lugar a la formacion del
complejo Ca++/calmodulina, el que estimula a su vez a otros receptores facilitatorios
gue ademas de incrementar la liberacion de mas neurotransmisores al medio, produce
alteraciones en la funcion mitocrondial que repercuten en la supervivencia de la célula.

Durante el proceso de epileptogenesis, disminuye también la actividad del acido y-
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aminobutirico (GABA), el que, como neurotransmisor, inhibe la actividad de las

neuronas postsinapticas en condiciones homeostaticas (Komulainen et al., 2019).

Del foco de epileptogenesis emergen constantemente breves brotes de descargas
de potenciales propagados, que son disparados de manera ritmica y sincrénica, por
grupos de células anormales que toman la funciébn de marcapaso. Estos trenes de
descarga pueden en un momento dado potenciar sus estimulos, los que, al hacer
crecer su frente de onda, despolarizan &reas circunvecinas conformadas por
estructuras neuronales anatémica y funcionalmente normales, que se prestan por sus
caracteristicas dieléctricas a la conduccion y propagacion del estimulo anormal (Garcia
y Simén, 2016).

2.3.4 Tratamiento

Histéricamente, los farmacos antiepilépticos pueden ser clasificados en tres
generaciones: la primera generacion comprende aquellos comercializados entre 1857 y
1958 e incluye al bromuro de potasio, el fenobarbital y varias moléculas derivadas de la
estructura de los barbitdricos, tales como la fenitoina, la primidona, la trimetadiona y la
etosuximida. La segunda generacion incluye farmacos como la carbamazepina, el
valproato y los benzodiacepinicos, introducidos entre 1960 y 1975 y que son,
quimicamente diferentes a los barbitdricos. Justo después de 1980, pasaron a ser
comercializados compuestos de tercera generacidén, constituidos por farmacos
descubiertos por el “desarrollo racional”’, como la progabida (agonista GABAérgico
directo), la gabapentina, la vigabatrina y la tiagabina (inhibidor de la captacion de
GABA), asi como por otros que fueron descubiertos de forma accidental, como la
lamotrigina (bloqueo de canales Na*) y el topiramato (Bloqueo de canales Na™
Potenciacion GABA y Antagonismo glutamato). Actualmente se estan desarrollando

antiepilépticos de cuarta generacién (Targas, 2014).

Otras opciones de tratamientos para la epilepsia incluyen plantas medicinales como la

especie Coriandrum sativum, esta especie es altamente conocida a nivel mundial por
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su importancia culinaria, de esta manera en estudios realizados a la hoja de esta planta
se le reconocié un efecto anticonvulsivante al ingerirlo en infusion (Manville y Abbott,
2019).

2.3.4.1 Efectos secundarios indeseables

Tabla 3. Anticonvulsivantes actuales utilizados para tratamiento de personas con trastornos
epilépticos y sus efectos secundarios indeseables (BNM, 2022).

Medicamentos Efectos secundarios indeseables

Lamotrigina Convulsiones, inflamacién, sangrado, fiebre, sarpullido, ictericia, miccién
con sangre, dolor de pecho, debilidad muscular, acidez estomacal,
somnolencia y vomitos

Fenitoina Ampollas, sangrado, ritmo cardiaco irregular, movimientos oculares y
corporales incontrolables, pérdida de coordinacion, dolor o curvatura del
pene

Oxcarbazepina Descamacion, sarpullido, desprendimiento de la piel, llagas en la boca o

alrededor de los ojos, miccion con sangre, inflamacion vaginal, y
movimientos oculares incontrolables

9.8.3 Mecanismo de accion Pentilentetrazol (Metrazol)
El pentilentetrazol (PTZ) es un antagonista de los receptores GABAa (L6pez,

2001), es un compuesto quimico que induce convulsiones, disminuyendo el tiempo de
recuperacion de las neuronas, dando lugar a descargas eléctricas rapidas y repetitivas,
que pueden modificar el ritmo respiratorio y afectar el cerebro por falta de oxigeno.
Todo esto se genera mediante un mecanismo estimulante del eje cerebro-medular, que
genera sacudidas mioclonicas y subsecuentemente crisis tonico-clénicas generalizadas
(Acufia y Cusi, 2013).
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Canal Iénico

Figura 7. Sitio de union especifico del metrazol en el receptor GABAA,.
(Imagen tomada de: Ramos, 2021)

A nivel molecular se ha demostrado que cierra los canales celulares, actuando en
el sitio de union al receptor de picrotoxina. En pequefias concentraciones produce
despolarizaciones paroxisticas mientras altera la conductancia de los iones de cloruro

(Figura 7), lo cual produce descargas en el hipocampo (Acufia y Cusi, 2013).

2.4 Insomnio

El insomnio es el padecimiento del dormir mas prevalente, pues uno de cada tres
adultos lo presenta en el transcurso de un afio, y la mitad de ellos lo experimentan
como un problema importante. Para poder calificar como situacional al insomnio, el
episodio debe representar un cambio significativo de lo habitual y estar relacionado con

un estresor identificado (Valencia et al, 2002).

Como molestias coexistentes son frecuentes la irritabilidad, la ansiedad y la
labilidad afectiva, pues usualmente va de la mano con un deterioro de las actividades
sociales, laborales o educacionales. En casos graves, se puede presentar como

reacciones depresivas o0 brotes psicoticos (Rivero y Jiménez, 2020).
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Todas las enfermedades psiquiatricas pueden ir acompafadas de insomnio; la
intensidad de este ira de la mano con la del trastorno psiquiatrico primario. Dos
sindromes destacan: la ansiedad, que generalmente manifiesta dificultades para
conciliar el suefio, y la depresion, que se caracteriza por insomnio terminal.

Muchos agentes que son usados como tratamiento para la ansiedad, depresion y
epilepsia, pueden deprimir la funcidon del sistema nervioso central y producir calma o
somnolencia (sedacion) (AASM, 2014).

2.4.1 Clasificacién
Clinicamente, el insomnio se clasifica tomando en cuenta diferentes criterios.
1. Forma de presentacion:
a) Insomnio inicial, si a la persona le cuesta trabajo conciliar el suefio.
b) Insomnio medio, si el paciente sufre despertares a lo largo de la noche.
c) Insomnio terminal, si se despierta antes de lo esperado por la madrugada.
2. Duracion
a) Insomnio transitorio, si su duracion es Unicamente de unos cuantos dias.
b) Insomnio de corta duracion, si persiste de una a cuatro semanas.

c) Insomnio de larga duracion, si esta presente por un mes o mas.

En todo caso, aunque el insomnio es un padecimiento, no es una enfermedad,
pues mas bien es un sintoma, existe una Clasificacion Internacional de Trastornos del
Dormir donde encontramos 12 apartados de causas descritas del insomnio catalogadas
de la siguiente manera:

1. Insomnio situacional.

2. Insomnio por enfermedad psiquiatrica.

3. Insomnio psicofisiologico.

4. Trastorno por movimiento periddico de extremidades, sindrome de piernas
inquietas.
Trastornos respiratorios durante el dormir.
Insomnio por sustancias.

Higiene deficiente de suefio.

© N o O

Insomnio ambiental.
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9. Insomnio por causas medicas (dolor, disnea).
10. Trastornos del ciclo circadiano.
11.Percepcién inadecuada del dormir.

12.Insomnio idiopatico.

Evidentemente ante todos estos criterios de clasificacion, se remarca que la forma
adecuada de tratar el insomnio es orientandose a la causa, es decir, a tratamientos

causales y no sintomaticos (Sanchez-Cardenas et al., 2016).

2.4.2 Prevalencia

En México entre el 30 y el 40% de la poblacion ha presentado alguna vez en su
vida insomnio y del 9 al 15% de la poblacion habra desarrollado insomnio crénico.
Siendo el insomnio, el malestar mas comuan, sobrepasando la diabetes, enfermedades
cardiacas e incluso el cancer. Entre los factores que generan mayor prevalencia se
encuentran: el género femenino, patologias mentales, el abuso de sustancias y la edad
avanzada. Ya que la prevalencia mas alta es en mayores de 65 afios (Sanchez-
Cardenas et al., 2016).

2.4.3 Fisiopatologia del insomnio
El insomnio no puede ser atribuido a una sola causa y tampoco disponemos de un

tratamiento etiol6gico, por lo que es necesario un abordaje multifactorial y muchas

veces individualizado para cada paciente (Alamo et al., 2016).

El insomnio primario consiste en la dificultad para iniciar y mantener el suefio, 0
la sensacién de no haber dormido un suefio reparador, este puede ser detonado por
factores externos o insuficiencias en la produccién de melatonina, asi como niveles

altos de cortisol, orexina o norepinefrina (Ringdahl et al, 2004).

Trastorno del ritmo circadiano. El ndcleo supraquiasmatico, situado en el

hipotalamo, es el encargado de adaptar el ritmo circadiano del individuo a las 24 horas
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del dia, a modo de reloj biolégico enddégeno. Esta adaptacion se realiza a través de la
retina que tiene conexiones neuronales directas con el nucleo supraquiasmatico. Por
esta via retino-hipotalamica es por donde se transmiten los cambios en la estimulacion

luminica hacia el reloj hipotalamico (Contreras y Pérez, 2021).

La mioclonia nocturna, es una entidad poco conocida, aunque frecuente.
Consiste en sacudidas de los miembros, sobre todo de las piernas, generalmente
bilaterales y repetidas, ritmicas, breves y de baja amplitud, que aparecen al inicio del
sueflo. Pueden en ocasiones llegar a durar hasta 2 horas y provocan suefio
fragmentado, despertares frecuentes, sensacion de malestar y somnolencia diurna. Se
da con mas frecuencia en varones mayores de 65 afios. La etiologia es desconocida,
aunque se han implicado en ella alteraciones del metabolismo del hierro a nivel del
SNC vy del sistema dopaminérgico, por la respuesta favorable a farmacos

dopaminérgicos (Sarrais y de Castro, 2007).

El sindrome de piernas inquietas consiste en una necesidad imperiosa de
mover las piernas debido a disestesias 0 molestias de las mismas. Aumentan durante
el reposo, mejoran con el movimiento, no guardan relaciéon con la posicion corporal y
empeoran por la tarde o noche. Se asocia con frecuencia a la narcolepsia, al sindrome
de apneas del suefio y a algunas parasomnias. Desde el punto de Vvista
electroencefalogréafico en estos pacientes aumenta la latencia del suefio (Hornyak et
al., 2006).

2.4.4 Tratamiento

Para el tratamiento del insomnio se pueden usar los hipnéticos de tipo
benzodiazepinico de manera ocasional o por periodos cortos. Un medicamento
hipnotico produce somnolencia y facilita la aparicion y el mantenimiento de un estado

de suefio que se asemeja al suefilo natural en sus caracteristicas
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electroencefalograficas y desde el cual el receptor puede despertarse facilmente, a
diferencia de un medicamento sedante; que disminuye la actividad, modera la

excitacion y calma al receptor.

Las benzodiazepinas actuan facilitando la neurotransmision GABAérgica,
facilitando la entrada de cloro a la célula. El efecto hipnético se obtiene cuando el nivel

de la benzodiazepina es mayor que la concentracion efectiva minima.

De manera alternativa a los tratamientos de sintesis se han utilizado algunos
medicamentos a base de plantas medicinales, tal es el caso de la Valeriana officinalis
que es probablemente la especie mas estudiada por sus efectos sobre diferentes tipos
de alteraciones nerviosas, especialmente la somnolencia. Diferentes estudios clinicos
han demostrado el efecto de la valeriana tanto en la estructura del suefio como en la

percepcion del suefio en pacientes con insomnio (Borras et al., 2021)

2.4.4.1 Efectos secundarios indeseables
A lo largo del tiempo se ha registrado que muchos farmacos con blanco en el

sistema nervioso presentan multiples efectos secundarios no deseados (Tabla 4),
dentro de ellos el efecto sedante es un efecto secundario de muchos medicamentos
que no son depresores generales del SNC (p. Ej., los farmacos Antihistaminicos y
agentes antipsicoticos) (BNM, 2022).
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Tabla 4. Sedantes-hipnéticos actuales utilizados para tratamiento de personas con
trastornos de insomnio y sus efectos secundarios indeseables (BNM, 2022).

Medicamentos Efectos secundarios indeseables

Midazolam Dificultad para respirar, picazén, sarpullido, urticaria, movimientos
oculares incontrolables, convulsiones, agresion, temblor incontrolable,
dolor, somnolencia, vomitos, hipo y tos.

Pentobarbital Confusion, alucinaciones, respiracion débil, paso cardiaco lento,
sensacion de desmayo, problemas de memoria, pesadillas, agresion,
vomito, dolor de cabeza y pérdida de equilibrio.

Eszopiclona Vomitos, acidez, sabor desagradable, boca seca, suefios extrafios,
disminucion del deseo sexual, periodos menstruales dolorosos,
agrandamiento de los senos en el hombre, inflamacion de los ojos, la
cara, los labios, la lengua, la garganta, las manos, los pies, los tobillos o
la parte inferior de las piernas, dificultad para respirar o tragar, sensacion
de que se le cierra la garganta.

9.8.4 Mecanismo de accién Pentobarbital
El Pentobarbital sédico se une a la subunidad y2 (Figura 8), pertenece al grupo de

los barbitaricos, compuestos de accién hipnética muy destacada. Su accién
fundamental es la depresién no selectiva del sistema nervioso central, paralisis
descendente, y su accion parece estar relacionada con la capacidad de aumentar o
mimetizar la accién inhibitoria sindptica del acido gamma aminobutirico (GABA), que
segun la dosis puede ir desde la sedaciéon hasta la anestesia general o el coma, y ain
la muerte por pardlisis del centro respiratorio (AMAH, 2023).

Como sedante-hipnético el pentobarbital deprime la corteza sensorial, disminuye
la actividad motora, altera la funcion cerebral y produce somnolencia, sedacion e
hipnosis. La accion se ejerceria en el nivel del talamo, inhibiendo la conduccion
ascendente de los impulsos nerviosos hacia el cerebro. Como un farmaco
anticonvulsivo, inhibe la transmisibn monosinaptica y polisinaptica en el SNC, y

aumenta el umbral de estimulacion eléctrica en la corteza motora (VAM, 2018).
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Figura 8. Sitio de union especifico de los barbitiricos en el receptor GABAA,.
(Imagen tomada de: Hernandez, 2021)

3. Modelos Farmacoldgicos

Dentro de la rama de la farmacologia experimental se han desarrollado amplios
modelos farmacoldgicos, los cuales intentan representar la fisiopatologia de diferentes
trastornos nerviosos. A continuacion, se describiran algunos modelos que se

emplearon en el presente proyecto.

3.1 Modelo de nado forzado (NF)
El modelo de nado forzado (NF) es una metodologia que utilizé6 Porsolt en 1977
para determinar las acciones antidepresivas de sustancias. Este modelo es
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probablemente el mas empleado en la busqueda del potencial antidepresivo de un
compuesto nuevo (McArthur y Borsini, 2006) y de extracto y fracciones de plantas
medicinales (Zhang, 2004). El pardmetro mas importante de esta prueba es el tiempo
de inmovilidad de los animales cuando se les somete a una prueba de natacion. Se ha
demostrado que los farmacos antidepresivos tienen la capacidad de disminuir la
duracion del periodo de inmovilidad. Por lo cual, el modelo de nado forzado es una
prueba farmacoldgica experimentalmente valida en busqueda de sustancias de origen
vegetal que pudieran tener eficacia antidepresiva en la clinica. Este modelo es sensible
a los farmacos triciclicos, inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO),
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), cada uno de los cuales

muestran una respuesta variable.

3.2 Modelo de laberinto elevado en forma de cruz (LEC)

El laberinto elevado en forma de cruz (LEC) es utilizado en la busqueda de
tratamientos contra la ansiedad (Zhang, 2004), este modelo permite medir la tasa de
aproximacion contra la evitacion, al presentar una seleccién entre brazos cerrados del
laberinto (un ambiente que es seguro) y brazos abiertos (un espacio que parece
novedoso, pero con un alto nivel de riesgo) (File et al., 2000). En 1987 Lister hizo el
experimento usando ratones suizos, y encontré que este modelo es también util para
evaluar la disminucion de la ansiedad y la generacion de ésta (Lister, 1987). Aunque
los modelos animales no representan todos los aspectos de la ansiedad de los
humanos, se vinculan con ciertos tipos de ansiedad y constituyen una herramienta para
la comprension del probable mecanismo de accidn ansiolitica de diferentes sustancias
(Bourin, 2015).

3.3 Modelo de campo abierto (CA)

El modelo de campo abierto (CA) fue descrito para el estudio de la emocionalidad
en ratas (Archer, 1973), el procedimiento consiste en colocar al roedor, a un
medioambiente desconocido en donde la posibilidad de escape se previene por rodear
el campo con paredes (Walsh y Cummins, 1975). El CA es ahora uno de los

procedimientos mas populares para investigar la conducta animal, sobre todo la
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valoracion de la actividad motora y determinar si un farmaco presenta un efecto

sedante o estimulante del SNC (Prut y Belzung, 2003).

3.4 Modelo de potenciacion del estado hipnético del pentobarbital

Los barbitdricos fueron una vez empleados ampliamente como farmacos
sedantes-hipnéticos deprimen reversiblemente todos los tejidos excitables. El sistema
nervioso central es altamente sensible y aun cuando los barbitiricos son dados en
concentraciones anestésicas, los efectos directos sobre los tejidos excitables
periféricos son débiles. Sin embargo, se presenta un déficit grave en las funciones
cardiovasculares y otras funciones periféricas (Mihic y Harris, 2011). En la actualidad el
uso de los barbitdricos se ha restringido al area veterinaria, para el tratamiento de los
humanos estos han sido remplazados por las benzodiacepinas que son mucho mas

seguras (Morales-Pérez et al., 2019).

3.5 Modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol

El pentilentetrazol es un farmaco antagonista del receptor GABAa que bloquea el
canal ionico de cloruro, lo cual estimula el sistema nervioso central desencadenando en
el sujeto experimental diferentes tipos de convulsiones. Este farmaco es utilizado
ampliamente como agente convulsivante y se usa para provocar convulsiones en los
protocolos de evaluacién de diferentes productos naturales con potencial anticonvulsivo
(Velazco-Cercas et al., 2017). Si este es utilizado en dosis bajas de 20 mg/kg este va a
producir crisis de ausencia, estas se caracterizan por breves cambios del estado de
conciencia, mientras que las dosis mayores a 50 mg/kg va a provocar crisis convulsivas
de tipo clénico-ténico estas son muy parecidas a las convulsiones que sufren los
humanos. El pentilentetrazol ha sido utilizado en ratas y se ha demostrado que en dosis
altas este produce un patrén tipico convulsivo este consiste en movimientos faciales,
cola erguida seguido por espasmos musculares del cuello y tronco que posteriormente
se van a propagar a las extremidades para posteriormente perder la postura y se
desencadena la fase clinica que es una serie de movimientos involuntarios bruscos y

mas adelante sigue la crisis tonica que es una hiperextension de las extremidades. Por
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esto la administracion del pentilentetrazol es considerado conveniente para estudiar las

crisis tonicoclénicas generalizadas (Ramos-Morales et al., 2012).

4. Antecedentes de la planta a estudiar

Diospyros digyna Jacq. es un arbol que pertenece a la familia Ebenaceae,
comunmente se le conoce como zapote negro o zapote prieto (Figura 9). Los
individuos llegan a medir hasta 25 m y diametro hasta de 1 m, tienen el tronco recto o
torcido, con frecuencia acanalado, es de copa redondeada y densa, compuesta por
ramas ascendentes, delgadas y luego colgantes, es una especie perennifolia, las hojas
son alargadas o de forma ovada, miden 20 cm de largo. Son arboles dioicos, sus flores
son blanquecinas, pequefias y olorosas, florece de junio a agosto; el caliz es
persistente de 7-12 cm de didmetro. Fructifica entre agosto y enero, los frutos son
bayas de forma globosa, el epicarpio (cascara) se encuentra adherido a la pulpa, es de
color verde olivo y verde brillante en la madurez fisioldgica; el mesocarpio (pulpa) es de
color amarillo-dorado en estado inmaduro y de coloracién café a negra, abundante,
suave y dulce en estado maduro, contiene de 6 a 10 semillas cafés por fruto envueltas
por una membrana transparente (BDMTM, 2009, Niembro et al., 2010, Merino-
Sanchez, 2011).

El zapote negro es originario de las regiones tropicales himedas de América. Su
distribucion geografica comprende desde México hasta Costa Rica y Las Antillas,
aunque puede ser cultivada fuera de esta zona por el interés que se tiene en sus frutos
comestibles, por tal motivo se ha naturalizado en otros paises paleotrépicos. En México
se distribuye en clima calido entre los 1000-1700 msnm, es una especie asociada al
bosque tropical caducifolio, se ha registrado en los estados de Morelos, Campeche,
Guerrero, Michoacan, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz (BDMTM,
2009, Niembro et al., 2010, Merino-Sanchez, 2011).
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Figura 9. Diospyros digyna Jacq. (Ebenaceae)
Foto tomada por Dante Avilés Montes. Chiconcuac, Morelos, Septiembre de 2021.

4.1 Clasificacion taxonémica

Jacquin, 1798 clasifica esta especie de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Ebenaceae
Género: Diospyros

Especie: Diospyros digyna

Nombre cientifico: Diospyros digyna Jacg. (EcuRed, 2018).
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4.2 Antecedentes del género Diospyros

El género Diospyros estd conformado por alrededor de 500 especies, las cuales
cuentan con numerosos recursos de importancia economica; los de mayor
reconocimiento son sus frutos y madera (ébano), siendo Diospyros kaki la especie mas
reconocida por su fruto que es producido a gran escala en el Asia Oriental, aunque en
México, la especie méas aprovechada es Diospyros digyna (Basurto Pefa et al., 2015).

Este género ha sido ampliamente estudiado, varias de sus especies cuentan ya
con multiples investigaciones sobre su actividad ante diferentes padecimientos, asi
como compuestos encontrados resultado de los diferentes tipos de extractos. En la
Tabla 5 les presento solamente algunas de las especies del género que han
demostrado tener importantes actividades, como antitumorales, analgésicos,
antiinflamatorias y anticancerigenas. Aqui quisiera destacar la actividad hipnético-
sedante de Diospyros lotus y el efecto anticonvulsivante presente en Diospyros fischeri.
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Tabla 5. Antecedentes de actividades encontradas en diferentes especies del género Diospyros.

Especie Partes  Extracto Actividad Compuestos Referencia
identificados
- - Actividad antimalarial _ Triterpenos y ftalida Awat Wisetsai et
Anticancerigenaen  Derivado del acido al., (2020): Natural
Diospyros ) ) cancer oral benzoico péptido Product Research
filipéndula ' '’ Journal, 35, 2739-
Anticancerigena en  cumarina, ftalida, 2743.
cancer de rifion esteroide y triterpenos
Neftlenil, dihydroxy- Pattamaporn
methyltetralone, Wosawat, et al.,
Anticancerigena en  triterpenos, derivados de (2020): Natural
i i cancer cervical las Naftoquinonas, Product Research
Diospyros cumarinas y acido Journal, 35, 4922-
ehretioides vanilico 4929.
Anticancerigena en  Ehretione
i i céancer de colon
Anticancerigenaen -
i i cancer de mama
- Abdur Rauf, et al.,
Efecto (2017):
Diospyros hepatoprotector, Biomedicine y
- - Metanol .
malabérica analgésico y Pharmacotherapy
antiinflamatorio magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
. Actividad (2017):
Diospyros - . Biomedicine y
) Corteza n-hexano antiinflamatoria y
variegata : . Pharmacotherapy
anticonceptiva o
magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
. Efecto protector (2.017)'. .
Diospyros i | tra el asma Biomedicine y
blancoi Metano contre Pharmacotherapy
alérgeno o
magazine, 91,
714-730.
Efecto antielérgenoy Gerberinol Abdur Rauf, et al.,
antiinflamatorio y (2017):
antiapoptotico, Biomedicine y
antihipertensivo, Pharmacotherapy
Hojas Etanol antihipoglucemiante, magazine; 91,
Diospyros mejora la circulacion 714-730.
kaki y baja niveles de
colesterol, mejora
patologias retinales
. Anticancerigena en  Mutatoxanthin
Piel Acetona .
cancer oral
Hojas Acuoso Insecticida -
Biramentaceone, Abdur Rauf, et al.,
Diospyros Actividad Cyclodiospyrin, 2, 6- (2017):
montana i i antiprotozoal Dimethoxy-7- Biomedicine y
methoxycarbonyljuglone, Pharmacotherapy
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8-Hydroxy-10-
octadecenoic acid,
Tetrahydrodiospyrin,
Yerrinquinone

magazine; 91,
714-730.

Abdur Rauf, et al.,

(2017):
Diospyros . Actividad Biomedicine y
R Raiz :
assimilis antiprotozoal Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
(2017):
Diospyros i Actividad Biomedicine y
sylvatica antiprotozoal Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
. Reduce niveles de (2.017): .
Diospyros Biomedicine y
. Fruto glucosa en
peregrina . Pharmacotherapy
diabéticos o
magazine, 91,
714-730.
3,30-Bi[6-hydroxy-5- Abdur Rauf, et al.,
methoxy-2- (2017):
methylnaphthoquinone], Biomedicine y
Hipoalucémico 4,11-Dihydroxy-5- Pharmacotherapy
Diospyros apnt?adi 050, methoxy-2,9- magazine; 9L,
melan%)’( oo Hojas It diabZtico’ dimethyldinaphtho[1,2- 714-730.
y Hi o dicoy b:20,30-d]furan-7,12-
polip quinon, 5-Methoxy-2-
methyl-1,4-
naphthoquinone, a,4,40,6-
Tetrahydroxyaurone
Methylgallate, Abdur Rauf, et al.,
Antiinflamatorio, Kaempferol, Myricetin, (2017):
analgésico, Myricetin 3-O-beta- Biomedicine y
- antitumoral, glucuronide, Mpyricetin-3- Pharmacotherapy
DiOSDVIOS hipnético-sedantey O-alpha-rhamnoside, magazine; 91,
Iofuys antimicrobial Ellagic acid, Gallic acid, 714-730.
Quercetin.
Lupeol, 7-methyljuglone,
I . b-sitosterol, stigmasterol,
- Antimicrobial . . . .
betulinic acid diospyrin
and 8-hydroxyisodiospyrin
Ebenone Abdur Rauf, et al.,
. Antibacterial (2.017):. .
Diospyros Biomedicine y
- (pseudomonas,
ebenum Pharmacotherapy
salmonella) o
magazine, 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
(2017):
D_lospyrc_)s Raiz Antibacterial Biomedicine y
piscatoria Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
Diospyros Hoias Inhibe el crecimiento  5,8-Dihydroxy-2-methyl- Abdur Rauf, et al.,
lycioides ) de patogenos orales  1,4-naphthalenedione, (2017):
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9Cl. Ramentone. 2- Biomedicine y
Methylnaphthazarin Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
Antimicrobial Crassiflorone Abdur Rauf, et al.,
Metanol (tuberculosis) (2017):
Diospyros Corteza bactericida Biomedicine y
crassiflora Diclorome . - Pharmacotherapy
fano Fungicida magazine; 91,
714-730.
Naphtoquinonas Abdur Rauf, et al.,
Hojas (2017):
Diospyros P Antimicrobial Biomedicine y
X raizy n-hexano :
anisandra (tuberculosis) Pharmacotherapy
corteza o
magazine, 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
Antimicrobial contra (2017):
Diospyros Hojas y Staphylococcus Biomedicine y
L Etanol :
gracilipes corteza aureus, y Klebsiella Pharmacotherapy
pneumoniae. magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
(2017):
Diospyros Corteza Acetgto Antimicrobial Biomedicine y
glans de Etilo Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
Corteza Metanol Actividad _ - Abdur Rauf, et al.,
antiinflamatoria (2017):
Diospyros - Biomedicine y
cordifolia Hojas - Analgésico Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
Diospyros Antwonyulswante (Bzigrln7e)dicine y
fischeri Corteza Etanol (dependlepte de la Pharmacothera
dosis) . by
magazine, 91,
714-730.
- Abdur Rauf, et al.,
(2017):
Dios_pyros_ Raiz Metanol Efectc_) a_nalgésico, Biomedicine y
mespiliformis antimicrobial. Pharmacotherapy
magazine; 91,
714-730.
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4.3 Usosy empleo ethomédico.
De manera comercial su madera es reconocida como de excelente calidad, con

caracteristicas semejantes a las del ébano, lo cual permite su empleo en la fabricacion
de cabezas para palos de golf, esculturas, teclas para piano, muebles finos,
enchapados, mangos para cuchillos, navajas y cepillos. Aunque es su principal
producto, el fruto, el que es sumamente apreciado como complemento alimenticio, ya
que se ocupa para la elaboracion de mermeladas, gelatinas, ates e incluso en aguas
frescas (CONABIO, 2009).

En la medicina tradicional, el fruto se ha utilizado como laxante ligero e
hipoglucemiante, en algunas poblaciones se cree que posee propiedades medicinales
para tratar la diabetes, artritis, cAncer y enfermedades cardiovasculares (Arredondo et
al., 2018).

Sus cualidades van desde antibiéticas y propiedades para aliviar dolores de
garganta hasta para curar el insomnio y diuréticas. En especial en el estado de
Michoacan, se usa para los nervios: suelen hervir la corteza con hojas para lograr un
efecto tranquilizante que cura los problemas de insomnio y tiene efecto tranquilizante
en personas con trastornos de ansiedad, por esto mismo se ha aconsejado de
generacion en generacién, su uso como té para las noches y asi lograr una respuesta
natural reguladora del suefio (BDMTM, 2009).

Las infusiones son la forma mas comun de ingesta por uso medicinal del Zapote
Negro, estas infusiones aparte de ser sedantes y ansioliticas, tienen como fin
normalizar niveles de presién arterial y calmar dolores, incluso el dolor de picaduras de

alacran (Gobierno de México, 2017)

4.4 Farmacologiay fitoquimica.
Mallavadhani en Ramirez-Briones (2017) reporta que se han estudiado cerca de
130 especies de Diospyros en las cuales se detecta la presencia de carotenoides,

taninos, azucares, carbohidratos, lipidos, compuestos aromaticos, flavonoides,

45



cumarinas, esteroides, terpenoides y naftoquinonas en hoja, tallo, raiz, flor, fruto,
semilla y corteza, siendo los triterpenos y las naftoquinonas los que se han encontrado
de manera mas abundante y con presencia en practicamente todos los tejidos lo que

nos indicaria que forman parte de la huella quimica del género.

En extractos provenientes de hojas de Diospyros digyna Jacq., se ha evidenciado
la actividad antioxidante (Ramirez-Briones et al., 2015) y en el fruto se ha reportado la

presencia de flavonoides, quinonas, sapogeninas y cumarinas (Merino-Sanchez, 2011).
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5. Justificacién

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, 1 de cada 4 personas en el mundo
padecera a lo largo de su vida un trastorno mental. Los trastornos mentales causan
afectacion en los procesos afectivos y cognitivos, al estado de animo, el pensamiento y
el comportamiento y son una fuente importante de discapacidad de las personas,
estadisticamente las mujeres son mas proclives a desarrollarlas que los varones. El
tratamiento de los trastornos mentales es prolongado y muchas veces se ven
resultados después de varias semanas; también es por todos conocida la limitada
eficacia, acompafada de numerosas reacciones adversas, de los diferentes farmacos
actualmente en uso; debido a esto ha surgido la necesidad de desarrollar nuevos
medicamentos, eficaces y mejor tolerados. Esto ha llevado a que, en los afios
recientes, se haya reactivado el interés en los productos de origen natural como
medicinas alternativas o complementarias en el tratamiento de trastornos mentales.
Diospyros digyna Jacg. es una planta empleada en la medicina tradicional por medio
de infusiones para relajar, calmar los nervios e inducir suefio, estos antecedentes de la
medicina tradicional indican que tiene un efecto a nivel del sistema nervioso; también
se han realizado algunos estudios cientificos en donde se han identificado compuestos
quimicos con actividad antioxidante, por lo que esta planta es una gran candidata para
evaluar su actividad antidepresiva, ansiolitica, sedante, y anticonvulsivante en modelos

in vivo.

6. Pregunta de investigacion
¢La administracion del extracto metandlico de las hojas de Diospyros digyna
Jacq. a ratones CD-1 modificard su neurotransmision, presentando alguno de los

siguientes efectos: ansiolitico, antidepresivo, hipnoético y/o anticonvulsiva?

7. Hipotesis

La administracion oral del extracto metandlico de las partes aéreas de Diospyros

digyna Jacq. a ratones CD-1 modificard la comunicacion en el sistema nervioso

47



presentando actividad ansiolitica, antidepresiva, hipnética y/o anticonvulsiva en

modelos in vivo.

8. Objetivos

8.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antidepresivo, ansiolitico , sedante, hipnético y anticonvulsivo del

extracto metandlico de Diospyros digyna.

8.2 Objetivos particulares

1.
2.

Obtener un extracto de metanol de las partes aéreas de Diospyros digyna.
Evaluar la actividad antidepresiva del extracto metanolico de hojas de Diospyros
digyna en ratones CD-1 en el modelo de nado forzado.

Evaluar la actividad ansiolitica del extracto metandlico de hojas de Diospyros
digyna en ratones CD-1 en el modelo de laberinto elevado en forma de cruz
Evaluar la actividad sedante del extracto metandlico de hojas de Diospyros
digyna en ratones CD-1 en el modelo de campo abierto.

Evaluar el efecto hipnético del extracto metandlico de hojas de Diospyros digyna
en ratones CD-1 en el modelo de potenciacion del estado hipnético de
pentobarbital.

Evaluar el efecto anticonvulsivo del extracto metandlico de hojas de Diospyros
digyna en ratones CD-1 en el modelo de convulsiones inducidas con
pentilentetrazol.

Determinar el grupo de productos naturales presentes en el extracto de metanol
mediante un analisis quimico, asi como la identificacion de compuestos

utilizando técnicas cromatograficas.
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9. Material y métodos

9.1 Disefio experimental
La metodologia que se empled en el presente estudio se muestra en el siguiente

diagrama experimental (Figura 10).

Maceracién de la
planta en n-
hexano

Obtencién del
extracto hexanico

Secado del

material vegetal y
\_ molido (500g) /

. Colectade
Diospyros digyna

¢y Maceraciéndela ¢
planta en acetona

) Maceraciénde la
planta en metanol

Obtencidén del
extracto
metandlico

Obtencidn del
extracto
acetoénico

Evaluacion

Kfarmacolégica

Determinacion de
productos naturales a

través de
cromatografia en
capa fina y HPLC. Evaluacién de la Evaluacién de la .. Evaluacién de la
Evaluacién de la

actividad

anticonvulsivay

actividad actividad
ansiolitica \antidepresiva

actividad sedante

Figura 10. Metodologia empleada en el presente estudio

9.2 Metodologia General.
El diazepam (DZP) fue comprado a Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA) vy el

pentilentetrazol (PTZ) fue adquirido en Cryopharma S.A. de C.V. (Guadalajara, Jal.
México). La imipramina (IMI) fue adquirida en Laboratorios Silanes, S.A. de C.V., el
pentobarbital, fue comprado de Pisabental de la empresa PiISA AGROPECUARIA, S.A.
DE C.V. Los disolventes n-hexano, acetona, metanol, diclorometano y acetonitrilo
fueron adquiridos de Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, NY, USA). Los extractos y las
sub-fracciones se separaron y se analizaron mediante métodos cromatograficos como
la cromatografia en columna (CC), la cromatografia en capa fina (CCF) analitica. Las
cromatoplacas en capa fina fase normal son de silica gel 60 y las de fase reversa son
RP-18 y fueron compradas de Merkc KGaA (Darmstadt, Germany). Las placas fueron

reveladas con NP-PEG: 2-amino-etil-difenil-borimato (para deteccién de compuestos
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del grupo flavonoides) y reactivo de Komarovsky: 4- hidroxibenzaldehido (prueba para
deteccion del grupo de terpenos) ademas se utilizé el revelador sulfato cérico
amoniacal al 1% en H2SO4 2N. Por otro lado, los compuestos presentes en el extracto
metandlico (DdEM) fueron observados con la ayuda de una lampara compacta de Luz
ultravioleta 95-021-12 (115v) Uvp Uvgl-25 254/365 nm donde se observaron diversas
manchas de los mismos constituyentes. Un equipo de Cromatografia Liquida de Alta
resolucion (HPLC) marca Waters 2695, equipado con un detector de matriz de
fotodiodos Waters 2996 fue utilizado para la determinacién del grupo de compuestos

polares presentes en el extracto de estudio.

9.3 Colecta del material vegetal

La colecta de las hojas de Diospyros digyna se realiz6 de un arbol ubicado en el
municipio de Xochitepec, Morelos, en la Calle Reforma, Col. Centro, Chiconcuac,
Morelos, México (18° 47 0.06” N, 99° 12’ 9.4” W) a una altitud de 1164 msnm, el 22 de
septiembre del 2021. Una muestra fue enviada para su identificacion taxonémica al
herbario (HUMO) del Centro de Investigaciéon en Biodiversidad y Conservacion de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, la cual fue identificada por el M. en C.
Gabriel Flores Franco con numero de herbario 35166 (Anexo 1). Se obtuvieron 4,000 g

de material fresco.

9.4 Obtencion de extractos

El material vegetal se sec6 durante 15 dias, en un espacio donde no le diera luz
directa y no hubiese humedad. Posteriormente el material seco (850 g) se tritur6 en un
molino manual para reducir su tamafio a particulas de 3-5 mm. La maceracion se llevo
a cabo en el transcurso de tres dias y por tres ocasiones, por cada 500 g de planta se
utilizaron 2750 mL de cada disolvente (buscando que se cubriera la planta en su
totalidad) en forma ascendente de polaridad n-hexano, acetona y metanol, cubriendo
en su totalidad el contenido de la planta en el recipiente utilizando (Figura 11). El
disolvente fue eliminado por destilacion a presion reducida con la ayuda de un
evaporador rotatorio marca BUCHI Mod. R-215 (Figura 12). Los extractos se secaron

en su totalidad con la ayuda de una campana de extraccion, después de esto, se
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almacenaron en congelador marca mabe a -18 °C, para posteriormente ser utilizados

en las pruebas farmacoldgicas y en el fraccionamiento fitoquimico.

Figura 11. Maceracién de hojas de Figura 12. Destilacién a presion reducida
Diospyros digyna para la obtencion del extracto

9.5 Fraccionamiento quimico de DdEM

Se adsorbieron 5 g del extracto metanélico de Diospyros Digyna (DdEM) en 10 g
de silica gel 60:230, los cuales fueron separados en una columna abierta empacada
con 60 g de silice (Figura 13), el sistema de gradiente que se utilizé fue diclorometano-
metanol (Tabla 00), comenzando con una fase diclorometano 100%, posteriormente se
eluyé con diclorometano-metanol 90-10%, luego diclorometano-metanol 80-20%, y asi
hasta llegar a 50-50% de diclorometano-metanol, por dltimo, la columna se lavé con
metanol 100%; obteniendo un total de 31 fracciones de 100 mL cada una (Figura 14-
16).
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Figuras 13-16. Fraccionamiento quimico en columna de vidrio de DAdEM

Tabla 6. Fraccionamiento quimico de DAEM de Diospyros digyna.

Polaridad del sistema Fracciones Subfraccién Clave Cantidad (mg)
Diclorometano (100%) 1-5 1-7 DdEM 1-7 0.6455 mg
Diclorometano-Metanol 6-11 8-10 DdEM 8-10 0.6198 mg
(90:10)
Diclorometano-Metanol 12-16 11-20 DdEM 11- 1.256 mg
(80:20) 20
Diclorometano-Metanol 17-21 21-23 DdEM 21- 1.559 mg
(70:30) 23
Diclorometano-Metanol 22-26
(60:40) 24-31 DdJEM 24- 1.383 mg
Diclorometano-Metanol 27-31 31
(50:50)
Metanol (100%) Lavado L DdEM L 1.336 mg

9.6 Cromatografia en Placa Fina (CCF)
Se utilizé la CCF para la determinacion de compuestos de tipo flavonoide o

terpenoide, de acuerdo con la metodologia general.

9.7 Analisis por HPLC

El analisis cromatografico se realiz6 con un sistema HPLC (Delta Prep 4000,
Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con un modulo de separacion Waters 2695, un
detector de matriz de fotodiodos (Waters 996) y el software Pro Empower (Waters);
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para la separacion quimica, se conecto una columna Supelcosil LC-F de fase inversa
(250 mm x 4 mm, tamafio de particula de 5 um) (Merck, Darmstadt, Alemania) a una
columna de guarda. Como fase movil se utiliz6 agua acidificada con 0,5% de TFA
(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). El sistema de gradiente fue el siguiente 0-1
min, 0% de B; 2-3 min, 5% de B, 4-20 min, 30% de B; 21-23 min, 50% de B 14-15 min;
24-25 min, 80% de B; 26-27 100% de B; 28-30 min, 0% de B. El volumen de inyeccion
de la muestra fue de 10 pl y el caudal se mantuvo en 0,9 mL min-1. La absorbancia se
midid a 252.9 nm para determinar compuestos de tipo flavonoide algunos se
identificaron por comparacion con los datos de los compuestos estandar registrados en

una base de datos de nuestro grupo de trabajo.

9.8 Tratamientos

Se formaron 8 grupos (Figura 17) con una n= 6 ratones, los grupos 1 al 5
corresponden a grupos experimentales, el grupo 6 es el grupo de Vehiculo (control
negativo), el grupo 7 es diazepam (Control positivo para los modelos de Laberinto
elevado en forma de cruz, campo abierto, potenciacion del estado hipnotico del
pentobarbital y convulsiones inducidas con petilentetrazol, el grupo 8 es Imipramina

(control positivo del modelo de nado forzado).

Grupo 1 DdAEM (50 mg/kg)
Grupo 2 DdEM (100 mg/kg)
Grupo 3 DAEM (150 mg/kg) — Grupos experimentales

Grupo 4 DdEM (200 mg/kg)

Grupo 5 DdAEM (250 mg/kg)

—

Grupo 6 Vehiculo (100 uL/10 g)  Control negativo
Grupo 7 Diazepam (1 mg/kg) Control positivo

Grupo 8 Imipramina (15 mg/kg)  Control positivo

Figura 17. Formacion de los grupos de ratones.
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9.6 Animales de experimentacién

Se emplearon ratones macho (Mus musculus) ICR (CD-1) y se formaron 8 grupos
con una n=6, en un rango de peso de 20 - 30 g, que fueron utilizados para todas las
pruebas, estos se adquirieron en el bioterio de la Facultad de Medicina de la UAEM. El
manejo de los animales de experimentacion se llevo a cabo siguiendo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 (Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de animales de laboratorio). Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico con
una cama limpia de viruta de madera y se mantuvo a una temperatura de 22 °C = 3 °C,
70% + 5% de humedad con ciclos de 12 h de luz oscuridad con libre acceso a agua y

alimento (Figura 18).

Figura 18. Grupos de ratones en sus respectivas cajas con agua y alimento libre y su cama de
viruta de madera.

9.7 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se expresaron como la media £ Desviacion Estandar
(DEM), los datos fueron analizados usando un andlisis de varianza de una via (One
way - ANOVA) y post-prueba de Tukey con un nivel de significancia de p <0.05. El
software estadistico empleado fue Jamovi Stats 2.3.18 (Sydney, Australia).

10. Pruebas farmacolégicas

Estos modelos farmacolégicos estan basados en el uso de animales de

experimentacion no humanos y han sido validados a nivel intencional.
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10.1 Nado forzado (NF)

Para la realizacion de esta prueba se emplearon cilindros de plexiglds de 20 cm
de alto y un diametro de 12 cm en una superficie plana, cada uno de ellos se llené con
agua (25 = 1 °C) a una profundidad de 16 cm. Los cilindros fueron separados por un
dispositivo de madera con 6 divisiones, lo cual permitié el registro del comportamiento
de 6 animales a la vez (Figura 19). El experimento consistié en tres fases: la primera
se denomina “de entrenamiento”, la cual consiste en exponer a cada raton al cilindro
lleno de agua durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo los animales fueron
colocados sobre un pafio limpio, colocados en una caja con cama de aserrin limpio y
expuestos a una ladmpara de luz incandescente para su secado (Figura 20). La
segunda fase del experimento consistié en administrar el tratamiento correspondiente.
En la tercer fase o fase de prueba, los animales se colocaron nuevamente dentro del
cilindro y se evalué su comportamiento durante 5 min. El parametro que fue evaluado
es “Tiempo de inmovilidad” (tiempo en el cual los ratones realizan los movimientos
minimos para permanecer a flote y respirar). Al transcurrir el tiempo de la prueba, los
animales se secaron y posteriormente se colocaron en una caja con cama de viruta
limpia. Durante la primera y segunda fase, los cilindros se lavaron con una toalla de
papel limpia y humedecida en etanol al 10% y vueltos a llenar con agua para la prueba
del siguiente grupo. Cada experimento fue filmado con una cadmara de video para el

posterior analisis de los resultados.

50 =y

2 ‘,"";d

Figura 19. Prueba de nado forzado grupo Figura 20. Secado de ratones posterior
50 kg/mg. a la prueba realizada.
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10.2 Laberinto Elevado en forma de cruz (LEC)

Para el laberinto elevado en forma de cruz se emple6 un laberinto construido de
acrilico el cual tiene forma de cruz, el centro tiene 5 x 5 cm, los brazos abiertos y
cerrados de 30 cm de largo x 5 cm de ancho; la altura de las paredes de los brazos
cerrados de 15 cm. Los animales seran colocados en el centro del laberinto y se
registraran por 5 min los parametros de: porcentaje del tiempo de permanencia en
brazos abiertos (%TA) y porcentaje del tiempo de permanencia en los brazos cerrados
(%TC), ademas de algunos parametros etolégicos como estiramientos verticales,
acicalamiento, asomadas. Un aumento en el %TA es indicativo de disminucion de la

ansiedad (Figura 21).

Figura 21. Ratén 1 perteneciente al grupo 50 mg/kg en el laberinto elevado en forma de cruz.

10.3 Campo abierto (CA)

El dispositivo empleado para esta prueba es una caja construida con acrilico, la
cual tiene paredes transparentes y un fondo negro (30 x 30 x 15 cm). El fondo esta
dividido en 9 cuadrados de la misma éarea; el dispositivo se eleva del suelo 5 cm. La
prueba consistié en colocar en el dispositivo al roedor y durante 5 min se registro el
namero de cruces totales en la superficie del campo (suma del numero de cruces al
cuadrante del centro y a la periferia) y la frecuencia de estiramientos verticales (Figura
22).
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Figura 22. Evaluacién del efecto sedante en el dispositivo de campo abierto.

10.4 Potenciacion del estado hipnético del pentobarbital

Para realizar esta prueba, a los ratones de los diferentes grupos experimentales
después de recibir su esquema de administracién (24, 18 y 1 h, v.0.), se les administro
pentobarbital sédico (PISABENTAL, 30 mg/kg, i.p.), y cada ratdén se coloc6 en una caja
de acrilico transparente, con ayuda de un cronémetro digital se registrd: 1) la latencia
de suefio: el tiempo que el animal tarda en perder el reflejo de enderezamiento, y 2)
tiempo de suefio inducido por pentobarbital: periodo en que tarda el animal en

recuperar el reflejo de enderezamiento.

10.5 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol
Los ratones después de haber recibido su tratamiento correspondiente (24, 18y 1

h antes de la evaluacion), fueron administrados con pentilentetrazol (100 mg/kg, i.p.) y
se colocaron en una caja transparente de plexiglas para su observacion durante 30
minutos. Se registraron los siguientes parametros:

a) Latencia de las convulsiones. Es el tiempo que transcurre desde la

administracion de pentilentetrazol hasta que aparece la primera convulsion.

b) Numero de convulsiones tonicas.

c) Numero de convulsiones clonicas.

d) NuUmero de convulsiones ténico-clonicas

e) Numero de convulsiones totales
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f) Tiempo de muerte (en caso de presentarse). 11. Resultados

Diospyros digyna

Maceracién

HPLC Fraccionamiento Pruebas

farmacolégicas
Nado Laberinto

| D)Rutinosido  pyppM17  DAEMB8-10  DJEMT-20  forzado  elevado en
C) Flavona de forma de cruz

kaermpferol 4 i d Convulsiones
— DdEM21-25  DdEM24-31  DAEML i qcidascon  Compo
E) Rutina b e pentilentetrazol  abierto
Cromatografia Potenciacién del
estado hipnético

enh capa fina del pentobarbital

Flavonoides ~ Terpenos  Cimarinas

Figura 23. Estrategia de separacion fitoquimica de Diospyros digyna.

11.1 Rendimiento del extracto metandlico de Diospyros digyna Jacq.

Las hojas secas de D. digyna, fueron extraidas primeramente con n-hexano para
eliminar los componentes lipidicos del contenido metabdlico del material seco de esta
especie vegetal, un extracto de n-hexano fue obtenido con un rendimiento de 2.87%
(DdEH). Un proceso de separacion se realizé al mismo material una vez evaporado en
su totalidad el n-hexano, el disolvente utilizado fue acetona del cual se obtuvo un
extracto con rendimiento del 8.55% (DdEA). Este mismo material vegetal fue macerado
con metanol para obtener los compuestos mas polares de la planta, el rendimiento de
este extracto metanolico fue de 1.51% (DdEM).

58



11.2 Resultados del DAEM en la prueba de nado forzado (NF).

En la Figura 24, se muestra que la administracion oral de 15 mg/kg del farmaco
Imipramina (IMI), indujo una notable disminucion notable en el tiempo de inmovilidad de
los ratones durante el bioensayo de nado forzado. Dicho efecto fue significativamente
diferente en comparacion con el grupo que recibié el vehiculo **= p<0.05. El efecto
antidepresivo de DAEM, se presentd en todas las dosis evaluadas (50-250 mg/kg),

observandose un mejor efecto al mostrado por el grupo de IMI.
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Vehiculo IMI DAEM DAEM DAEM DAEM DAEM
(15) (50) (100) (150) (200) (250)

Tratamientos (mg/kg)

# 3k

Tiempo de inmovilidad (s)

Figura 24. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna
(DdJEM) sobre el tiempo de inmovilidad de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de Nado
forzado. **= p<0.05 con ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media £ D.S.).

vehiculo (100 uL/10 g); IMI = clorhidrato de Imipramina; DAEM extracto metanélico de
Diospyros digyna.

11.3 Resultados del DAEM en la prueba de laberinto elevado en forma de
cruz (LEC).

En la Figura 25 se muestra el porcentaje de la permanencia en los brazos
abiertos del modelo de Laberinto Elevado en forma de Cruz. El grupo de Diazepam (1
mg/kg) aumentd el porcentaje de tiempo de permanencia a los brazos abiertos en
comparacion del vehiculo (p < 0.001). El grupo DdEM (150 mg/kg v.0.) incremento el

porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos en comparacién con el
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vehiculo. Las dosis de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg y 250 mg/kg de DdEM, no
presentaron diferencia significativa en comparacion del vehiculo (p > 0.05).
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Figura 25. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna.
(EMDd) sobre el porcentaje del tiempo en los brazos abiertos de los ratones CD-1 expuestos a
la prueba de LEC. **= p<0.001, *=p<0.05 con ANOVA seguida de una prueba post hoc de
Tukey (media £ D.S.). Veh, vehiculo (100 pL/10 g); DZP, diazepam; EMDd, extracto
metandlico de Diospyros digyna.

Otros parametros fueron contabilizados para la evaluacién de la prueba de LEC,
estos fueron; entradas a brazos abiertos y cerrados, asomadas, estiramientos
verticales y bolos fecales, en la Figura 26 se observa el porcentaje de entradas a
brazos abiertos, en esta grafica se plasma el porcentaje de las entradas a los brazos
abiertos de los ratones CD-1, expuestos en la prueba de Laberinto Elevado en forma
de Cruz, se expresa que el grupo de Diazepam (1 mg/kg, i.p.) incrementé el porcentaje
de entradas a los brazos abiertos en comparacion del vehiculo (p < 0.001). Las dosis
de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg, 200 mg/kg y 250 mg/kg de DdEM no presentaron

diferencia significativa en comparacion del vehiculo (p > 0.05).
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Figura 26. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna
(EMDd) sobre el porcentaje del de las entradas a los brazos abiertos de los ratones CD-1
expuestos a la prueba de LEC. **= p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba post hoc de
Tukey (media = D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g); DZP, diazepam; EMDd, extracto
metandlico de Diospyros digyna.

11.4 Resultados del DAEM en la prueba de campo abierto (CA).

En la Figura 27 se observa el nimero de cruces totales de los ratones CD-1 en la
prueba de Campo Abierto, el grupo administrado con el farmaco diazepam (1 mg/kg),
no modificd significativamente el comportamiento de los ratones en el nimero de
cruces totales en comparacion con el vehiculo (p > 0.05). Asi como las dosis
administradas de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg tampoco modificaron este
comportamiento en comparacion con el vehiculo (p > 0.05), lo cual significa que el

extracto no modifico la actividad motora espontanea.
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Figura 27. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna
(DdEM) sobre el numero total de cruces de los ratones CD-1expuestos a la prueba de CA. con
ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10
g); DZP, diazepam (1 mg/kg): DAEM extracto metandlico de Diospyros digyna.

En la Figura 28 se observa la grafica del nUmero de cruces en el centro, el grupo
administrado con el control positivo (diazepam), no presentd modificaciones en el
namero de cruces totales en comparacion con el vehiculo (p > 0.05). De igual manera
las dosis administradas de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg de DJEM no modificaron
este pardmetro en comparacion con el vehiculo (p > 0.05), lo cual significa que el

extracto no modificé la actividad motora espontanea.
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Figura 28. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna sobre
el numero de cruces en el centro de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de CA con
ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media = D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10
g); DZP, Diazepam; DdEM extracto metandlico de Diospyros digyna.

11.5 Resultados del DAEM en la prueba de potenciacion del pentobarbital.

En la Figura 29 se observa que la administracion del control positivo (diazepam, 1
mg/kg), presentd un tiempo de latencia del suefio significativamente corto en
comparacién con el vehiculo (p < 0.001), ademas el diazepam generdé un tiempo de
suefo inducido de 1616.66 segundos, resultado significativo al compararlo con el grupo
del vehiculo (p < 0.001), el cual no entré en estado de suefio. Las dosis administradas
del extracto metandlico de Diospyros digyna 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg no
modificaron este pardmetro en comparacion con el vehiculo (p > 0.05), lo cual significa
gue el extracto no potencio el estado hipnotico del pentobarbital.
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Figura 29. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna Jacq.
(DJEM) sobre el tiempo de latencia y tiempo de narcosis inducida por el pentobarbital de los
ratones CD-1 expuestos a la prueba de Potenciacion del estado hipnético del pentobarbital. **=
p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo
(100 pL/10 g); DZP, Diazepam; DAEM extracto metandlico de Diospyros digyna.

11.6 Resultados del DdEM en la prueba de convulsiones inducidas con

pentilentetrazol.

En la Figura 30 se muestra que la administracién de diazepam a 1 mg/kg, i.p.
prolongo el tiempo de latencia de las convulsiones en comparacion con el vehiculo (p <
0.001), lo cual corresponde al efecto farmacolégico que causan los farmacos
anticonvulsivos. Las dosis administradas via oral de DdEM a 50, 100, 150, 200 y 250
mg/kg, no modificaron la latencia de las convulsiones en comparacién con el vehiculo

(p > 0.05).
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Figura 30. Efecto de la administracion oral del extracto metandlico de Diospyros digyna Jacq.
(DJEM) sobre el tiempo de latencia de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de
convulsiones inducidas con pentilentetrazol. **= p<0.001 con ANOVA seguida de una prueba
post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g); DZP, Diazepam; DdEM
extracto metandlico de Diospyros digyna.

En la Figura 31 se muestra que la administracion de diazepam a 1 mg/kg, i.p.
tuvo un efecto reductor del numero de convulsiones totales en comparacion con el
vehiculo (p < 0.001), esto corresponde a un farmaco anticonvulsivo. La dosis
administrada via oral de DdEM a 100 mg/kg tuvo un efecto importante en la
disminucién en el total de las convulsiones (p > 0.05). Las dosis de 50, 150, 200 y 250
mg/kg también presentaron una disminucion en el total del nimero de convulsiones,
estas con una significancia de p < 0.001.
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Figura 31. Efecto sobre el nUmero de convulsiones totales con la administracion oral del
extracto metandlico de Diospyros digyna Jacq. (DdEM) sobre los ratones CD-1 expuestos a la
prueba de convulsiones inducidas con pentilentetrazol. **=p<0.001, *=p<0.05 con ANOVA
seguida de una prueba post hoc de Tukey (media + D.S.). Veh, vehiculo (100 uL/10 g); DZP,
Diazepam; DAEM extracto metandlico de Diospyros digyna.

En la Tabla 7 se observa que el DAEM tuvo una proteccion contra la mortalidad
en su 100% en todas sus dosis administradas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg),
presentando una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el
porcentaje obtenido por el vehiculo (p < 0.001). Esto nos indica que las diferentes dosis

presentaron un efecto neuroprotector.
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Tabla 7. Efecto anticonvulsivante del extracto metandlico de Diospyros digyna (DdEM) sobre
las convulsiones inducidas con PTZ en ratones CD-1.

Tratamientos (mg/kg) Laten_cia (s) Proteccién contra la mortalidad
media + DE (%)
Veh (10 pL/10 g) 67.66 +09.87 0

DZP (1.0) 117.37 + 11.26** 100 **

DJEM (50) 80.25 + 06.60 100 **
DJEM (100) 71.25 + 08.80 100 **
DJEM (150) 72.12 + 118.20 100 **
DJEM (200) 74.25 +03.86 100 **
DdEM (250) 84.80 + 04.02 100 **

Los datos se presentan como la media + desviacién estandar con n=6. *p<0.05, **p<0.001
comparado con el vehiculo usando un ANOVA y una prueba post hoc de Tukey. Veh, vehiculo;
DZP, diazepam; DAEM, extracto metandlico de Diospyros digyna.

11.7 Cromatografia en capa fina

Después de realizar las tres extracciones, se realizé un analisis por cromatografia
en capa fina de los extractos obtenidos con n-hexano (DdEH), acetona (DdEA) y
metanol (DdEM), en diferentes sistemas y con LUV, a continuacion, se presentan las

fotos.

Las Figuras 32 y 33 nos muestran las placas de cromatografia fase normal (FN),
sin revelar, observadas bajo luz UV de onda larga y UV de onda corta. De izquierda-
derecha; 1. DAEH, 2. DdEA, 3. DdEM
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Figura 32. Placa de cromatografia fase Figura 33. Placa de cromatografia fase
normal, sin revelar, observada bajo luz UV de  normal, sin revelar, vista bajo luz UV de onda
onda larga. De izquierda-derecha; 1. DAEH, 2.  corta. Orden izquierda-derecha; 1. DdEH, 2.

DdEA, 3. DdEM. DdEA, 3. DdEM.

Figura 34. Placa de cromatografia fase Figura 35. Placa de cromatografia fase
normal revelada con NP-PEG (flavonoides), normal revelada con reactivo de Komarovsky
observada bajo luz UV de onda larga. De (terpenos), observada bajo luz natural. De
izquierda-derecha; 1. DAEH, 2. DdEA, 3. izquierda-derecha; 1. DAEH, 2. DdEA, 3.
DdEM. DdEM.

Las Figuras 36 y 37 muestran la cromatografia en capa fina fase reversa de los
extractos aislado de Diospyros digyna, con la finalidad de poder observar los
compuestos mas polares que contiene esta especie vegetal.
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Figura 36. Placa de cromatografia fase Figura 37. Placa de cromatografia fase
reversa sin revelar, observada bajo luz UV de reversa sin revelar, observada bajo luz UV de
onda larga. De izquierda-derecha; 1. DAEH, 2. onda corta. De izquierda-derecha; 1. DAEH, 2.

DdEA, 3. DdEM. DdEA, 3. DdEM.

2 K

Flavohoides

Figura 38. Placa de cromatografia fase Figura 39 Placa de cromatografia fase
reversa revelada con NP-PEG (flavonoides), reversa revelada con NP-PEG (flavonoides),
observada bajo luz UV de onda larga. De observada bajo luz UV de onda corta. De
izquierda-derecha; 1. DAEH, 2. DdEA, 3. izquierda-derecha; 1. DAEH, 2. DdEA, 3.
DdEM. DdEM.
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Las 31 fracciones de la Tabla 6, se analizaron mediante cromatografia en capa
fina, de la 1-24 en fase normal, con un sistema 95:5 diclorometano-metanol y de la 25-
31, en fase reversa con un sistema 50:50 agua-acetonitrilo, todas fueron observadas
mediante luz UV de onda larga y corta, ademas fueron reveladas con NP-PEG
(flavonoides) y reactivo de Komarovsky (terpenos). Se realizaron placas
cromatograficas distribuyendo las fracciones de 8 en 8 por cada placa utilizando el
extracto metandlico (DdEM) integro como referencia en ambos casos:

Figura 40. Placa de cromatografia fase Figura 41. Placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda larga, orden normal vista bajo luz de onda corta, orden
izquierda-derecha; fraccion 1, 2, 3, 4,5, 6,7,  izquierda-derecha; fraccion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, Referencia (EM). 8, Referencia (EM).

12 13 14 15 16 R

Figura 42. Placa de cromatografia fase Figura 43. Placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda larga, orden normal vista bajo luz de onda corta, orden
izquierda-derecha; fraccion 9, 10, 11, 12, 13,  izquierda-derecha; fraccion 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, Referencia (EM). 14, 15, 16, Referencia (EM).
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Figura 44. Placa de cromatografia fase Figura 45. Placa de cromatografia fase
normal vista bajo luz de onda larga, orden normal vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fraccién 17, 18, 19, 20, 21, izquierda-derecha; fraccion 17, 18, 19, 20, 21,
22, 21, 24, Referencia (EM). 22, 21, 24, Referencia (EM).

25 26 27 28 29 30 31 L L R

s’

o Mgl T

Figura 46 Placa de cromatografia fase Figura 47. Placa de cromatografia fase
reversa vista bajo luz de onda larga, orden reversa vista bajo luz de onda larga, orden
izquierda-derecha; fraccion 25, 26, 27, 28, 29, izquierda-derecha; fraccion 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, L (lavado), Referencia (EM). 30, 31, L (lavado), Referencia (EM).

Posteriormente se hicieron reuniones de acuerdo con la semejanza de los
compuestos encontrados en cada fraccion, obteniendo asi 6 reuniones, se elaboraron
placas de cromatografia el-n capa fina en fase normal y reversa, corriéndose en una
fase movil de diclorometano-metanol 95:5 en fase reversa y 50:50 agua-acetonitrilo
(Tabla 6).
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Figura 48. Placa de cromatografia de Figura 49. Placa de cromatografia de
reuniones, fase normal, sin revelar, observada reuniones, fase normal, sin revelar, observada
bajo luz UV de onda larga. bajo luz UV de onda corta.

DJdEM DdEM DdEM DdEM DdEM DdEM R
1-7 8-10 11-20 21-23 24-31 L

-
B

’ Compuestos fendlicos

Cumarinas

Figura 50. Placa de cromatografia de Figura 51 Placa de cromatografia de
reuniones, fase normal, sin revelar, observada reuniones, fase normal, sin revelar, observada
bajo luz UV de onda larga. bajo luz UV de onda corta.
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Las placas fueron reveladas con NP-PEG (flavonoides) y reactivo de Komarovsky

(terpenos).

DJEM DJEM DdEM DdEM DJdEM DJdEM R DJEM DdEM DJEM Dd
1-7 8-10 11-20 21-23 24-31 L 17 810 11-20 21

Pr ¢ 2y

Figura 52. Placa de cromatografia de Figura 53. Placa de cromatografia de
reuniones, fase normal, reveladas con NP-PEG reuniones, fase normal, reveladas con NP-PEG
(flavonoides), observada bajo luz natural (flavonoides), observada bajo luz natural.

Figura 54. Placa de cromatografia de Figura 55. Placa de cromatografia de
reuniones, fase normal, reveladas con NP-PEG  reuniones, fase normal, reveladas con NP-PEG
(flavonoides), observada bajo luz UV de onda (flavonoides), observada bajo luz UV de onda
larga. corta.
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Figura 56. Placa de cromatografia de Figura 57. Placa de cromatografia de
reuniones, fase reversa, reveladas con NP-PEG reuniones, fase reversa, reveladas con NP-PEG
(flavonoides), observada bajo luz UV de onda (flavonoides), observada bajo luz UV de onda
larga. corta.

DJdEM DdJEM DdEM DdEM DdJEM DdEM R

& ﬁ
Py PRy Ry R
Figura 58. Placa de cromatografia de Figura 59. Placa de cromatografia de
reuniones, fase normal, revelada con reactivo reuniones, fase reversa, revelada con reactivo

de Komarovsky (terpenos), observada bajo luz ~ de Komarovsky (terpenos), observada bajo luz
natural. natural.

El analisis cromatografico muestra la presencia de compuestos de tipo terpenoide
y flavonoide presentes en esta planta. En el revelado con LUV, se pudo observar la
presencia de posibles compuestos de tipo cumarina (Wagner y Bladt, 1996).
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11.8 Andélisis de HPLC
El cromatograma de HPLC de DAEM (Anexo 2), se muestra en la Figura 60 El

tiempo de retencién y los espectros UV del extracto de metanol de las hojas de
Diospyros digyna, mostraron la presencia de flavonoides, en primera instancia se logro
determinar un compuesto de tipo flavona (pico A) debido al tiempo de retencion de
8.480 min y un espectro de UV de Aznm = 225.1, 288.8, 341.0, 425.9, 470.5 y 557.9; un
flavonol (pico B), con un tiempo de retencion de 8.641 min y un espectro de UV de Anm
= 200.5, 254.5, 357.7, 506.8, 521.4 y 540.8; una flavona (pico C) con un tiempo de
retencion de 8.786 min y un espectro de UV de Anm = 227.4, 345.8, 477.8, 532.3 y
550.6; el rutinosido de kaempferol (pico D), debido al tiempo de retencion de 8.902 min
y un espectro de UV de Anm = 204.0, 258.0, 355.3, 459.6, 499.6 y 560.3; rutina (pico
E), debido al tiempo de retencion de 9.070 y un espectro UV de Anm = 205.2, 255.7,
356.5, 452.4, 471.7 y 527.5; por ultimo fue detectado él glucésido de luteolina (pico F)
debido al tiempo de retencion de 9.431 y un espectro UV de Anm = 200.5, 266.3, 347.0,
418.6 y 529.9. Rutinosido de kaempferol, Rutina y el glucésido de luteolina contenidos
en este extracto vegetal se identificaron por comparacion con los datos de los

compuestos estandar registrados en una base de datos de nuestro grupo de trabajo.
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Figura 57. Cromatograma de HPLC correspondiente al extracto de metanol de las hojas de
Diospyros digyna (DdEM). Mostrando la presencia de compuestos del tipo flavonoide, flavona (Pico
A), flavonol (Pico B), flavona (Pico C), rutinosido de kaempferol (pico D), rutina (Pico E) y glucésido

de luteolina (Pico F).
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12. Discusion

Desde tiempos remotos hasta la actualidad, la medicina a base de hierbas ha sido
una practica comun de la humanidad. Hoy en dia el uso de productos aislados de
especies vegetales como una alternativa importante para la salud, esta ganando
terreno y aun més popularidad en todos los continentes (Sen et al., 2015). Sabemos de
antemano, que las plantas medicinales tienen ciertas deficiencias, pero los productos
naturales etnobotanicos son una alternativa frente a los farmacos convencionales (Rao
et al., 2019).

El género Diospyros es importante debido a las multiples actividades biolégicas
que presenta, entre las que destacan la actividad antioxidante, antinflamatoria,
citotoxica, hepatoprotectora, analgésica, antipirética, antihipertensiva, antidiabética
neuroprotectora, anticonceptiva, sedante-hipnética, antimicrobiana, anticonvulsiva,
entre otras (Awat et al., 2020; Pattamaporn et al., 2020). Ademas, se han encontrado
terpenoides, ursanos, lupanos, polifenoles, taninos, hidrocarburos, lipidos,
benzopironas, naftoquinonas, olenanos y taraxanos (Abdur et al., 2017). Debido a los
hallazgos farmacol6gicos encontrados en Diospyros spp, por sus diversas actividades
biolégicas y al ser una fuente rica de constituyentes quimicos farmacol6gicamente
importantes, tiene un alto potencial de indagar su accion en sistema nervioso. Para tal
efecto, se emplean diferentes modelos biolégicos con la finalidad de determinar la
actividad ansiolitica, antidepresiva, sedante-hipnética y anticonvulsiva, de tal forma que
fue posible en este estudio, evaluar un extracto metandlico aislado de una de sus
especies bien representativas del Estado de Morelos, como es el zapote negro
Diospyros digyna, el cual es utilizado en el Sur de Morelos, para calmar los nervios

(Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia 2007).

Cabe mencionar que los modelos farmacoldgicos empleados en este trabajo, para
esta especie en particular no han sido reportados en la literatura. Los agonistas de los

receptores de las benzodiacepinas producen cambios en el comportamiento que
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concuerdan con la disminucion de la ansiedad y la promocion de las actividades

exploratorias (Coteur et al., 2022).

El modelo murino de nado forzado (NF) es una prueba conductual ampliamente
aceptada para evaluar el efecto antidepresivo (Yu et al., 2022; Porsolt et al., 1977,
Bourin, 2015). Para la evaluacién en estas pruebas el parametro conductual es la
inmovilidad, la cual refleja la desesperacién conductual por ahogamiento observada
directamente en la depresion humana (Taboada et al., 2022; Willner et al., 1984; Steru
et al., 1985). La literatura informa que varios farmacos antidepresivos son capaces de
reducir el tiempo de inmovilidad en ratones (Avula et al., 2022; Porsolt et al. 1977). Los
resultados obtenidos, nos muestran que en el modelo de NF tanto el extracto
metandlico de Diospyros digyna (DdEM) a las dosis de 50-250 mg/kg, como la
imipramina a 15 mg/kg disminuyeron el tiempo de inmovilidad acumulado (p<0.001)
comparado con el vehiculo, inclusive la actividad mostrada por estas dosis fue mejor
que con la imipramina, antidepresivo triciclico el cual pertenece al grupo quimico de las
dibenzazepinas y es el farmaco de referencia utilizado en este bioensayo. El efecto de
DdEM sugiere una actividad similar a la de los antidepresivos. Los mecanismos de
accion antidepresiva de los farmacos han sido reportados e incluyen, la activacion de
los sistemas neurotransmisores serotoninérgicos, dopaminérgicos, noradrenérgicos y y-
aminobutiricos, el aumento de la produccién de factores neuronales (incluyendo el
factor neurotrofico derivado del cerebro y el factor de crecimiento nervioso),
alteraciones en la funcion del receptor de tropomiosina quinasa B y la actividad de la

enzima monoamino oxidasa A (German-Ponciano et al., 2018; Chang et al., 2016).

En la literatura se ha reportado el efecto ansiolitico de un extracto metandlico de
la planta medicinal Canarium resiniferum, basado en el aumento significativo del
porcentaje de permanencia de los ratones en los brazos abiertos al compararlos con el
grupo vehiculo (Shah et al., 2022). En el modelo de laberinto en forma de cruz (LEC), la
administracion oral (v.0.) a una dosis de 150 mg/kg del extracto metandlico de
Diospyros digyna (DdEM) aumentd el porcentaje de permanencia en los brazos

abiertos (p < 0.001) en comparacién con el vehiculo, lo cual evidencia un efecto
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ansiolitico, diazepam a 1 mg/Kg aumenté el porcentaje de permanencia en brazos
abiertos p<0.001. Se ha informado que los roedores sistematicamente permanecen
mayor tiempo en los brazos cerrados cuando son situados en laberintos que tienen
tanto brazos abiertos como cerrados (Yang et al.,, 2022, Santos et al. 2012). De
acuerdo con los parametros encontrados y al analisis revisado en articulos con los
mismos modelos, se ha observado que los ratones tienen una repulsion al brazo
abierto lo que indica su temor, su miedo y por ende se determina que tiene una
ansiedad (Rosso et al., 2022). Diospyros digyna contiene polifenoles (Abdur et al.,
2017; Merino-Sanchez., 2011), se sabe que los compuestos fendlicos interactian
directamente con los sistemas neurotransmisores (Gao et al., 2022). Zhang et al., 2018,
asociaron las actividades depresoras del sistema nervioso Central (SNC), con la
presencia de triterpenoides, saponinas y flavonoides productos naturales que estan
presentes en el género Diospyros (Abdur et al., 2017; Merino-Sanchez., 2011; Fareed
et al., 2022).

La prueba de Campo Abierto presenta también pardmetros que ayudan a evaluar
e identificar la presencia de actividad ansiolitica, en este modelo (CA) una mayor
permanencia de los ratones en el centro del campo estaria representando una
disminucion en la ansiedad, teniendo asi un efecto ansiolitico (Morais-Silva et al.,
2022). La administracion del extracto metandlico de Diospyros digyna no presentd una

diferencia significativa en comparacion con el vehiculo.

En el presente trabajo DAEM mostré tener un efecto anticonvulsivo en el modelo
de convulsiones inducidas con pentilentetrazol, este modelo se emplea ampliamente en
la busqueda de farmacos anticonvulsivos para la deteccion de farmacos efectivos a
nivel clinico (Ullah et al., 2022). Esta actividad ya habia sido presentada por la especie
Diospyros fischeri, perteneciente también al género Diospyros, en una prueba de
convulsiones inducidas por picrotoxina aplicada en ratones, demostrando una
supresion (dependiente de la dosis) en el nimero de convulsiones (Abdur et al., 2017).

DdJEM presenté una proteccion contra la mortalidad de los ratones en la prueba de
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convulsiones inducidas con pentilentetrazol fue del 100% en todas las dosis
administradas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kQ).

La prueba de potenciacion del estado hipnético del pentobarbital tuvo respuestas
similares en todos los grupos, pues no se logré que los roedores expuestos a esta
prueba entraran en narcosis, obteniendo una p < 0.001 uUnicamente con el control
positivo en comparacion con el vehiculo. En datos no publicados de nuestro grupo de
investigacion se evaluo el extracto acetonico de Diospyros digyna y se obtuvo actividad
sedante-hipnética, por lo que podemos asumir que la extraccibn con metanol no
permitio obtener extraer compuestos con esta actividad bioldgica ya que este efecto ya
ha sido encontrado en Diospyros lotus, otra especie perteneciente al género Diospyros
qgue exhibié un efecto significativo al realizar una prueba de actividad sedante en
ratones, asi como también algunas de las fracciones del extracto de cloroformo

demostraron una actividad sobre la relajacion muscular (Abdur et al., 2017).

Por otro lado, el andlisis de HPLC en este trabajo reveld por primera vez para
esta especie (Diospyros digyna) contiene polifenoles de tipo flavonoide, estos tampoco
han sido reportados para otras especies del mismo género. Se determiné la presencia
de rutinésido de Kaempferol (pico D), rutina (pico E) y glucésido de luteolina (pico F),
ademas de dos compuestos que de acuerdo a su espectro de luz ultravioleta
pertenecen al grupo de las flavonas (picos A y C), el mismo analisis determind la
presencia de un flavonol (pico B), por lo que las actividades ansiolitica y antidepresiva
presentadas por extracto metanodlico de Diospyros digyna (DdEM) en este estudio,
puede deberse a la presencia de fitoquimicos como los flavonoides, contenidos en este

extracto polar.

Se han encontrado varias actividades biologicas de los compuestos determinados
por HPLC en nuestro trabajo de investigacion, por ejemplo de se determind la
presencia de rutina en DJEM, la cual es un flavonoide que se encuentra en muchos
alimentos y plantas medicinales, investigaciones recientes muestran que este

flavonoide fue capaz de inhibir in vitro la fibrilogenesis y la agregacion de la proteina
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beta-amiloide (AB), la cual es la molécula principal de las placas seniles de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA), de tal forma que es capaz de ejercer un
efecto anti- beta-amiloide (Asti et al., 2023). En otro trabajo de investigacion en ratones
C57BL/6 a los cuales se les indujo esta enfermedad via inyecciones i.p. de
estreptozocina (45 mg/kg/dia) durante cinco dias consecutivos. Cuatro semanas
después de la induccién de diabetes, con un nivel de glucosa en sangre de 16,7 mmy
superior en ayuno ya se consideraron diabéticos. El estudio mostré que el compuesto
rutina ejerce un efecto antidiabético protegiendo las células B para aumentar la
secrecion de insulina y por lo tanto disminuir la glucosa sérica, asi como también
aliviaba las lesiones del colon en los ratones, sin embargo, la explicacion de este ultimo
efecto es completamente desconocida (Cifeng et al., 2023). Por otro lado, un extracto
metanolico de las hojas de la planta Gynura procumbens probado en tejidos aislados
de aorta toracica de ratas, cuyo ingrediente activo es el rutinosido de kaempferol ha
demostrado tener un efecto vasodilatador actuando por la via colinérgica,
especificamente sobre los receptores muscarinicos y/o nicotinicos, mediando asi, la

contraccion e induciendo la vasorelajacion (Shahlehi y Petalcorin, 2021).

Hasta el momento se han descrito esas actividades biologicas para el rutinosido
de kaempferol y la rutina, los cuales han sido determinados en nuestro extracto activo,
por lo que no existe un trabajo de investigacion que pueda comparar nuestros
resultados con los compuestos descritos; esto abre la posibilidad de poder aislarlos y

comprobar su efecto antidepresivo y anticonvulsivante de alguno de ellos.
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13. Conclusiones

Todas las dosis administradas del extracto metandlico de las hojas de Diospyros
digyna (DdEM) (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg), disminuyeron el tiempo de
inmovilidad de los ratones en la prueba de nado forzado, mostrando que tienen

un efecto antidepresivo.

El extracto metandlico de Diospyros digyna (DdEM) a una dosis de 150 mg/kg
incrementd el porcentaje del tiempo de permanencia de los ratones en los
brazos abiertos, en el modelo de laberinto elevado en forma de cruz. Las dosis
de 50, 100, 200 y 250 mg/kg no presentaron diferencias en comparacion del
vehiculo en cuanto a, porcentaje de tiempo de permanencia, ni al porcentaje de

entradas a los brazos abiertos, indicando que no induce efecto ansiolitico.

El extracto metandlico de Diospyros digyna (DdEM) en ninguna de sus dosis
administradas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg), modificé la actividad motora
espontanea en la prueba de Campo Abierto (CA), indicando que no presenta

efecto sedante.

El extracto metandlico de las hojas de Diospyros digyna (DdEM) en ninguna de
las dosis administradas (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg) fue capaz de potenciar
el estado hipnético del pentobarbital, en la prueba de potenciacion del estado

hipnético del pentobarbital.

Todas las dosis administradas del extracto metandlico de las hojas de Diospyros
digyna (DdEM) (50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg), presentaron un 100% de
proteccion contra la mortalidad de los ratones, en la prueba de convulsiones

inducidas con pentilentetrazol, indicando un efecto neuroprotector.
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14. Perspectivas.
A partir de los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, se propone

orientar el futuro de este trabajo en los siguientes puntos:

1. Fraccionamiento quimico del extracto integro para la purificacion de los
compuestos determinados por HPLC y su posterior prueba en busqueda de la
actividad antidepresiva y anticonvulsiva. Esto con el fin de determinar los

compuestos responsables de estas actividades.

2. Estudio sobre el extracto acet6nico ya que, aunque presenta una similitud
bastante notable en comparacion con el extracto metandlico, se observé que el
DdEA logré extraer la mayoria de los compuestos en Diospyros digyna,

indicando que estos son de polaridad media-alta.

3. También seria interesante realizar un estudio comparativo entre diferentes
colectas de Diospyros digyna alrededor de la region de Morelos, analizando si se

tienen compuestos similares.

4. Realizar una comparacion del extracto de mediana polaridad (DdEA) frente al de
polaridad alta (DdEM) para determinar la actividad sobre el sistema nervioso que

fue presentado en este estudio.
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